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本論文の概要と構成 
 
味蕾は動物が味を感じるための感覚器官であり、微細構造や免疫染色性の異
なる 4 種類の細胞、Ⅰ-Ⅳ型細胞、から構成されている。これら味蕾細胞は異な
る生理的機能を持つさまざまな電位依存性チャネルやタンパク質を発現してい
る。特に電位依存性電流は、細胞の生理的機能と深く関連していると考えられ、
これまで、電位依存性電流自体、およびその細胞の生理的機能における電位依
存性電流の役割についての研究が行われてきた。本研究では、ホールセルパッ
チクランプ法と免疫染色法を組み合わせることにより、味蕾細胞の細胞型ごと
の電気生理学的性質を調べた。本研究の結果、Ⅱ型細胞とⅢ型細胞は、その他
の味蕾細胞より有意に大きな Na+電流および外向き整流性電流を発生すること、
Ⅱ型細胞とⅢ型細胞では外向き整流性電流を生成する主要なチャネルが異なる
こと、などがわかった。また、本研究結果は、味刺激によって神経伝達物質で
ある ATP を放出するⅠ型細胞の存在を示唆する。 
本論文は四章から構成される。第一章では、研究の背景と目的を述べる。第
二章では、免疫染色による細胞型の分類について述べる。第三章では、味蕾細
胞の電位依存性電流を始めとする電気生理学的性質を報告し、細胞型と関連づ
ける。第四章では、電依存性電流から見た細胞型の役割を考察する。 
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第一章	 研究の背景と目的 
 
 
 
 
味蕾細胞の形態およびその生理的機能について紹介し、研究目的を説明する。 
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1-1	 研究の背景  
動物は、食物などを口から摂取し、生きるための養分としている。このとき、「甘
い」、「しょっぱい」、「苦い」など、その物の味を感じる。この感覚を味覚という。
甘みはエネルギー源、塩味はミネラル、苦みは毒物、そして酸味は腐敗を検出する
ために発達したと考えられている。味覚は、味蕾と呼ばれる器官が、食物などに含
まれる化学物質（味物質）を受容することにより生じる感覚である。味蕾は、舌上
や口蓋部などに分布し、約 50 個程度の細胞から構成される。これらの細胞のうち、
味物質受容細胞は味孔を通して外界と接している。味物質を受容した味蕾細胞は、
その味物質が持つ情報を生体情報に変換し、味神経を介して脳へ伝達する。このよ
うに、私たちは味を感じ、さらには「おいしい」、「まずい」と思うことが可能とな
る。 
a) 味蕾の分布と構造  
舌の味蕾は、茸状乳頭、葉状乳頭、有郭乳頭に分布している（図 1-1）。茸状乳
頭は舌前方部分に分布するキノコのような突起であり、味蕾は突起の頂点に発現す
る。葉状乳頭および有郭乳頭は舌後方に分布する舌上皮の陥没部で、味蕾はそれぞ
れの陥入部に発現している。茸状乳頭味蕾と一部の葉状乳頭味蕾の味応答は鼓索神
経により、残りの葉状乳頭および有郭乳頭味蕾の味応答は舌咽神経によって、孤束
核を経由し、大脳へ送られる。 
b) 味蕾細胞の形態と機能  
マウス茸状乳頭味蕾を構成する細胞は、形態学的にⅠ～Ⅳ型の４つの細胞型に分
類されている（Murray, 1973）。Ⅰ型、Ⅱ型およびⅢ型細胞は、細胞体から細長い
突起を味孔へと伸ばしており、紡錘型の形状をしている。Ⅳ型細胞は突起を持たず、
味孔には接していない。Ⅰ型細胞は、他の細胞型よりも電子密度が高いため、電子
顕微鏡で観察した際、暗く見える。そのため、dark cell（暗細胞）とも呼ばれて
いる。輪郭が不均整な核を持ち、受容膜側（味蕾細胞と味物質が接触する部分の膜
側）には細長い微絨毛が突き出ている。また、細胞の先端部分に細粒を持っている。
Ⅱ型細胞は対照的に、明るく見えるため、light cell（明細胞）とも呼ばれる。大
きく滑らかで丸い核を持ち、受容膜側に短く幅の広い微絨毛を持つ。Ⅲ型細胞は神
経伝達物質セロトニンを含んだ小胞を持っていることから、serotonergic cell（セ
ロトニンを含んだ細胞）とも呼ばれる。また、味蕾内で味神経と化学シナプスを持
つ唯一の細胞であるため、presynaptic cell（節前細胞）と呼ばれることもある。
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受容膜側には突起を持つ。Ⅳ型細胞は basal stem cell とも呼ばれ、味蕾の基底部
に存在する。 
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図 1-1	 マウス舌味蕾の分布と構造 
(A )舌上における各乳頭の分布。茸状乳頭は舌前方、有郭および葉状乳頭は舌後方に
分布する。茸状乳頭味蕾と一部の葉状乳頭味蕾は鼓索神経経由で、残りの葉状乳頭味
蕾と有郭乳頭味蕾は舌咽神経経由で脳へ味情報を送る。(B )各乳頭における味蕾の分布
（断面図）。茸状乳頭味蕾は突起の頂点に、有郭および葉状乳頭味蕾は陥没部に分布す
る。(C )味蕾の構造。味蕾は多数の細胞から構成される。味蕾細胞は外界から味孔を通
じて味物質を受容する。味物質から得た味情報は味神経を介して脳へと伝達される。
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 Ⅰ型細胞は、支持細胞で、他の細胞型の機能を保持する役割を担っていると考え
られている（図 1-2）。細胞膜に ATP 分解酵素である Nucleoside Triphosphate 
Diphosphohydrolase-2（NTPDase2）を持ち（Bartel et al., 2006）、Ⅱ型細胞が
味物質に応答して放出する ATP を分解することで、味蕾内での ATP の拡散を制
限して、味情報伝達をコントロールすると考えられている。このような支持的な役
割に加え、味物質に応答することも報告されている（Vandenbeuch et al., 2008; 
Yoshida et al., 2009a）。Ⅱ型細胞は、味物質受容細胞で、受容膜にある味孔を通
ってきた味物質を受容し、味情報に変換する（図 1-3）。甘味、うま味、苦味物質
を受容する G タンパク連結型受容体を持つ（Zhang et al., 2003）。活性型 G タン
パク質は、リン脂質分解酵素、Phospholipase Cβ2（PLCβ2）を活性化してイノシ
トール三リン酸（IP3）を生成する（Rossler et al., 1998）。生成された IP３は、
小胞体にある受容体、IP3 Receptor type Ⅲ（ IP3R3）を刺激し（Clapp et al., 2001）、
小胞体から Ca2+を放出させる。放出された Ca2+は、細胞膜にあるイオンチャネル、
Transient Receptor Potential channel M5（TRPM5）を開口し（Perez et al., 
2003）、Ⅱ型細胞を脱分極させる。この脱分極は、追随して発生する活動電位と共
に、ヘミチャネルを開口し、ATP を細胞外へ放出させる（Huang et al., 2007; 
Romanov et al., 2007; Romanov et al., 2008; Murata et al., 2010）。放出された
ATP は、近傍の味神経終末にある ATP 受容体（P2X2 および P2X3）を刺激し、
脳へ味情報を伝達する（Finger et al., 2005）。Ⅲ型細胞は、味蕾内で唯一、味神経
と化学シナプスを形成している細胞で、酸刺激を受けるとエキソサイトーシスによ
ってセロトニンを放出し、味情報を味神経へ送る役割を担っている（Huang et al., 
2008）。シナプス小胞の神経伝達物質放出に関与する SNARE タンパク質、
Synaptosomal-Associated Protein 25（SNAP-25）を持つ(DeFazio et al., 2006）。
また、Ⅱ型細胞の放出する ATP に対する受容体を持つことから（Hayato et al., 
2007; Huang et al., 2009）、Ⅱ型細胞の味応答を脳へ中継すると考えられている
（図 1-2）。Ⅳ型細胞は、Ⅰ型、Ⅱ型およびⅢ型細胞に分裂・発達する前駆細胞と
考えられている。 
マウス茸状乳頭は通常 1 個の味蕾を持つ。次項ｃで述べるが、Ⅰ～Ⅲ型細胞は
免疫染色性によって同定できる。大坪らはこの方法を利用し、単一味蕾におけるⅡ
型およびⅢ型細胞の数を計測した（Ohtubo and Yoshii, 2011）。また、味蕾に含ま
れる細胞は、単核であるので、核を染色し、計測することで、味蕾あたりの細胞数
を計測した。味蕾あたりの総細胞数は 41.2±12.1（計測味蕾数、n＝82）、Ⅱ型細
胞（IP3R3 陽性細胞）数は 11.1±3.4（n＝191）、Ⅲ型細胞（SNAP-25 陽性細胞）
数は 2.2±1.3（n＝277）であった。、Ⅳ型細胞はごく少数と考えられている。した
がって、Ⅰ型細胞数は～28 と予想できる。マウス茸状乳頭味蕾あたりのⅢ型細胞
数については、豊島らが電子顕微鏡により味神経と化学シナプスを形成している細
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胞数を計測し、味蕾あたり 1 細胞か多くても 3 細胞と報告している（Seta and 
Toyoshima, 1995）。 
 
味蕾細胞におけるヘミチャネルの発現	  
ヘミチャネルは、コネキシンが６つ配列した樽のような構造をしており、イオン
や小分子を通す。コネキシンは 4 つの膜貫通領域を持つ膜タンパクサブユニット
である（Hille, 2001）。パネキシンと呼ばれる、コネキシンと構造が類似した膜タ
ンパクもヘミチャネルを形成する（Panchin, 2005）。マウス茸状乳頭味蕾のⅡ型
細胞では、パネキシンのサブタイプ、パネキシン 1（Px1）の発現が示唆されてい
る（Murata et al., 2010）。Murata らは、Ⅱ型細胞で特異的に発現するガストデ
ューシンを発現した味蕾細胞が、味物質に応答して ATP を放出することを示した。
また、ヘミチャネルのブロッカーである、carbenoxolone（Px1 のブロッカー）、
GAP26（コネキシン 43（Cx43）のブロッカー）および GAP27（コネキシン 32
（Cx32）のブロッカー）の ATP 放出に対する作用を調べ、 carbenoxolone 存在
下では ATP の放出量が減少し、検出できなくなるが、GAP26 or GAP27 存在下で
は ATP 放出に影響を与えないことを示した。マウス有郭乳頭味蕾におけるヘミチ
ャネルの発現については、さまざまな報告がある。Romanov らは、PCR 法により、
Cx26、Cx30.3、Cx31.1、Cx33、Cx43、Px1 の mRNA を A タイプの味蕾細胞（電
気生理学的性質により分類された細胞型（分類の詳細は第一章 1-1 d に記す）で、
主にガストデューシンを発現した味蕾細胞）から検出した。また、免疫染色法によ
り、PLCβ2 および TRPM5（Ⅱ型細胞マーカー）の染色性を示した全ての細胞（A
タイプ）が、Px1 の染色性も示すことを明らかにした。彼らはまた、A タイプの単
離味蕾細胞が生成する外向き電流や ATP 放出に対する薬理作用を調べた。その結
果、GAP26 存在下で、外向き電流および ATP の放出が抑制されることを示した。
しかし、carbenoxolone は外向き電流および ATP 放出には影響を与えず、Cx43
のブロッカーである NPPB、La3+および Gd3+も外向き電流に影響を与えないこと
を示した（Romanov et al., 2007）。Huang らは、RT-PCR 法により、Cx30、Cx43、
Px1 の mRNA を味上皮から検出した。そして、Px1 のみ、味蕾で優先的に発現し
ていることを示した。さらに、PLCβ2 を発現した全ての細胞で Px1 を検出し、
NTPDase2（Ⅰ型細胞マーカー）を発現した細胞の約半数と SNAP-25（Ⅲ型細胞
マーカー）を発現した細胞の約半数でそれぞれ Px1 を検出した。また、免疫染色
法により、PLCβ2 の染色性と Px1 の染色性がはっきり重なることを示した。Cx30
および Cx43 の染色性は、味蕾の周りの細胞で示され、味蕾には発現していないこ
とを示した。彼らはまた、carbenoxolone 存在下で、受容器細胞（Ⅱ型細胞）から
放出される ATP が減少することを報告した（Huang et al., 2007）。 
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図 1-2	 Ⅰ型、Ⅱ型およびⅢ型細胞間の味情報伝達制御 
味刺激によりヘミチャネルを介してⅡ型細胞から放出された ATP は、細胞外に拡散
する。拡散した ATP は、近傍の味神経にある ATP 受容体を刺激する。また、Ⅲ型細
胞にある ATP 受容体も刺激するらしい。Ⅲ型細胞は、味神経と化学シナプスを形成し
ており、味刺激を受けたⅢ型細胞はセロトニンを放出して情報を味神経に伝達する。
Ⅰ型細胞は、Ⅱ型細胞が放出した ATP を NTPDase2 により加水分解し、味蕾内の ATP
拡散を制限し、味情報伝達をコントロールすると考えられている。また、本研究結果
は、味刺激によって ATP を放出するⅠ型細胞の存在を示唆する。
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図 1-3	 Ⅱ型細胞の味情報伝達経路 
甘味、うま味、苦味を受容するⅡ型細胞の味情報伝達の仕組み。受容体に味物質が
結合すると、G タンパクが活性化し、次いで PLCβ2 が活性化し、IP3を生成する。IP3
は細胞質中を漂い、小胞体にある IP3R3 に結合する。その結果、小胞体から Ca2+が放
出され、細胞内の Ca2+濃度が上昇し、TRPM5 が開口する。TRPM5 の開口により細
胞が脱分極し、電位依存性チャネルによって活動電位が発生する。発生した活動電位
および脱分極は、ヘミチャネルを開口し、ATP を細胞外に放出する。放出された ATP
は近傍の味神経にある ATP 受容体を刺激し、味情報を脳へ伝達する。 
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c) 免疫性による味蕾細胞の分類  
味蕾細胞は微細構造の形態学的研究により 4 種類に分類され、細胞型ごとに異
なる生理的役割を持つと予想された。一方、分子生物学的研究や免疫組織学的研究
により、味蕾細胞に発現しているタンパク質、イオンチャネルなどが明らかになり、
免疫染色性による分類が発達した。その結果、免疫染色法により細胞型を同定する
ことが可能になった。例えば、甘み、うま味、苦味の味情報変換において重要な役
割を持つ PLCβ2 に対する染色性と、IP3に特異性を持った受容体 IP3R3 に対する
染色性がよく一致し、それらの染色性を示した細胞が持つ微細構造の特徴がⅡ型細
胞とよく似ていることがわかっている（Clapp et al., 2001; Clapp et al., 2004）。
また、Ⅲ型細胞だけ味蕾内で味神経と化学シナプスを形成することから、SNARE
タンパク質を持つと予想された。事実、シナプスを形成している細胞のほとんどは、
SNAP-25 に対する染色性を持つことも、示されている（Yang et al., 2000）。 
d) 味蕾細胞の電気生理学的性質  
味蕾細胞は非興奮性細胞と考えられてきた。しかし、柏柳らが陽極開放性興奮を
発見してから（Kashiwayanagi et al., 1983）、両生類やほ乳類味蕾細胞が活動電
位を発生することが明らかになり、活動電位を形成する各種電位依存性チャネルが
報告されるようになった（Lindemann, 1996）。 
味蕾細胞に発現する電位依存性チャネルには細胞の脱分極により開口するもの
と、過分極により開口するものがある。例えば、電位依存性 Na+チャネル電流、
電位依存性K+チャネル電流および電位依存性Ca2+チャネル電流は、前者に属する。
電位依存性 Na+チャネル電流は、脱分極が続くと速い不活性化を示す。また、フ
グ毒として知られるテトロドトキシン（TTX）によって特異的に抑制される。電
位依存性 K+チャネル電流は遅延整流性 K+チャネル電流とも呼ばれ、Na+電流より
も遅く活性化する。テトラエチルアンモニウム（TEA）により選択的に抑制され
る。電位依存性 Ca2+チャネル電流は、High-Voltage Activated type(HVA)と
Low-Voltage Activated type(LVA)に分類される。HVA はさらに、遅い不活性化
を示す L 型などに分類され、LVA には速い不活性化を示す T 型がある。一方、過
分極によって活性化するチャネルとしては、内向き整流性 K+チャネル電流がよく
知られている。 
味蕾細胞の形態学的な分類に対し、これらの電位依存性電流やその他の電気生理
学的特性による分類が報告されている。野口らは、マウス軟口蓋味蕾細胞の電気的
特性を調べた（Noguchi et al., 2003）。そして、測定した TTX 感受性の Na+電流
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と膜容量を基にクラスター解析を行い、HEX（Highly Excitable、高い興奮性）、
LEX（Less Excitable、低い興奮性）、NEX（Non Excitable、興奮性なし）の 3
つのタイプに細胞を分類した。HEX タイプは大きな Na+電流を持ち、膜容量が小
さい細胞、LEX タイプは小さな Na+電流を持ち、膜容量が大きい細胞、そして NEX
タイプは Na+電流を生成しない細胞である。また、Romanov らは、単離したマウ
ス有郭乳頭味蕾細胞を調べ、A タイプ、B タイプ、C タイプに細胞を分類した
（Romanov et al., 2006）。A タイプは電位依存性 Na+電流、ゆっくり活性化する
外向き電流（K+チャネルの寄与が小さい）、顕著なテール電流および内向き整流性
K+電流を持つ細胞で、測定した細胞（n=564）の 52％を占めた。B タイプは電位
依存性 Na+電流、速い活性化と弱い不活性化を示す外向き電流（K+チャネルの寄
与が大きい）および非常に小さいテール電流を持つ細胞で、31％を占めていた。
また、B タイプでのみ電位依存性 Ca2+電流、Ih電流（hypolarization-activated 
current）を観測した。C タイプは電位依存性 Na+電流を持たず、外向き電流（K+
チャネルの寄与が大きい）、内向き整流性 K+電流を持つ細胞で、13％を占めた。
また、C タイプは容量性のような電流を示した。これら 3 つのタイプは、マウス
葉状乳頭および茸状乳頭味蕾細胞においても発見され、これらの乳頭に分布する味
蕾の細胞も同様に分類できることを示した。 
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1-2 研究の目的  
一般に、電位依存性電流は細胞機能の発現に重要な役割を果たしている。味蕾細
胞においても、細胞型ごとに電位依存性電流の大きさや種類が異なると予想されて
いた。味蕾細胞（Ⅰ~Ⅳ型）の分類は、電子顕微鏡で観察された細胞の微細構造の
特徴が基になっている。しかし、電気生理学的に測定した味蕾細胞の微細構造を電
子顕微鏡で観察することが困難なため、これまで行われてきた電気生理学的研究は、
主に電位依存性電流を基にした細胞型の分類で、形態学的に分類された細胞型と電
位依存性電流の関係は不明であった。また、電気生理学的測定には、主として単離
した味蕾細胞が用いられるが、単離中に損傷を受けることが多く、電気生理学的性
質の相違が細胞型によるものか、損傷の程度によるものなのか、判断が難しく疑問
があった。 
そこで私は、細胞型と電位依存性電流の関係を明らかにするため、当研究室で開
発した in-situ whole-cell-clamp 法( Furue and Yoshii, 1997, 1998 )と免疫組織化
学法を組み合わせることを計画した。In-situ whole-cell-clamp 法は、剥離した舌
上皮中に保存されている味蕾の中に居る味蕾細胞を電気生理学的に研究する方法
である。この方法の場合、単離操作が入らないため、細胞の損傷も少なく、より生
理的な電位依存性電流を測定することが可能になる。測定用電極から細胞内にマー
カー色素を注入し、電気生理学的に測定した細胞を特定することができる。また、
免疫性を利用した細胞型の同定は、当研究室の大坪らが十分な実績を上げており、
適切な指導を受けることができる。このようにして、私は味蕾構造の中で単一味蕾
細胞の電気的性質を調べ、細胞型と関連づけることに成功した。ただし、Ⅰ型細胞
については、適切な抗体を入手できなかったため、Ⅱ型およびⅢ型細胞以外の細胞
（Non-ImmunoReactive Cell）として、Non-IRC と表記し、電位依存性電流と関
連づけた。 
本研究の結果、電位依存性電流は、細胞型によって大きさと組み合わせが異なる
ことがわかった。例えば、Na+電流は、Non-IRC で有意に小さかった。また、Na+
電流には、TTX により抑制される電流（TTX-sensitive 電流）と抑制されない電
流（TTX-resistant 電流）があり、Na+電流に占める TTX-resistant 成分は、Ⅲ型
細胞がⅡ型細胞より有意に大きかった。外向き電流は、Non-IRC で有意に小さか
った。また、外向き電流には、TEA により抑制される電流（TEA-sensitive 電流）
と抑制されない電流（TEA-insensitive 電流）があり、外向き電流に占める
TEA-sensitive 成分は、Ⅲ型細胞（と Non-IRC）で有意に大きく、TEA-insensitive
成分はⅡ型細胞で有意に大きかった。膜容量やリークコンダクタンスには、細胞型
間で有意差はないことがわかった。
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第二章	 味蕾細胞の免疫組織化学的同定 
 
 
 
 
電気生理学的性質の測定後に、味蕾細胞内に拡散させた細胞マーカーを可視化し、
細胞の形態を観察する。また、免疫染色法によって測定した細胞の細胞型を同定す
る。 
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2-1	 序論  
味蕾細胞は、一章で述べたように、電子顕微鏡観察によって観測される微細構造
の相違からⅠ型～Ⅳ型に分類されている。また、免疫染色性による細胞型の分類に
も多くの試みがなされた。近年、味蕾細胞の免疫染色性と電子顕微鏡による微細構
造を関連づけることにより、これらⅠ型～Ⅳ型に対応する免疫型が報告されている。
これらの研究においては、再現性が確認できているのは、Ⅱ型細胞およびⅢ型細胞
の染色性だけである。 
Ⅰ型細胞は細胞外の ATP などを分解する酵素、NTPDase2 を発現するとされて
いる(Bartel et al., 2006)。しかし、NTPDase2 の免疫性を示した細胞の微細構造
は直接調べられておらず、形態学的に分類されたⅠ型細胞との対応には不安がある。
また、NTPDase2 に対する抗体は、本研究中には市販されておらず、現在でも入
手困難であり、その特異性について評価は定まっていないように思われる。Ⅱ型細
胞は、すでに一章で述べた PLCβ2、IP3R3、TRPM5 チャネルおよびヘミチャネル
に加え、G タンパク質を構成している Gαタンパク質、ガストデューシン、Gγタン
パク質、Gγ13 などを発現している。Ⅲ型細胞は、化学シナプスを形成しているこ
とから予測できるように、SNARE タンパク質、SNAP-25 などを発現している。
これら細胞型で特異的に発現するタンパク質のうち、本研究では、IP3R3 をⅡ型細
胞マーカー、SNAP-25 をⅢ型細胞マーカーとして用いた。これらは、他の研究室
においてもそれぞれⅡ型細胞、Ⅲ型細胞のマーカーとしてよく用いられている。さ
らに、電気生理学的に測定した細胞を同定するため、細胞内にバイオサイチンを拡
散させ、併せて蛍光を観察した。本研究の結果、32 細胞の免疫染色性を調べるこ
とができた。32 細胞のうち、10 細胞はⅡ型細胞、6 細胞はⅢ型細胞で、残りの 16
細胞は Non-IRC であった。 
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2-2	 実験方法  
すべての実験は、九州工業大学動物実験委員会の指針に従って行った。 
a) 剥離舌上皮標本の調製  
剥離舌上皮標本は、古江らの方法に従って調整した(Furue and Yoshii, 1997, 
1998)。3~8 週齢の ddY マウスをエーテル麻酔下で断頭後、舌を切り出した（図
2-1）。切り出した舌はすばやく細胞外液に浸した。ここで、血液や汚れを取るため、
一度溶液を交換した。舌の切断面から注射針を舌先端部まで刺入し、1 mg/ml エラ
スターゼ溶液を約 0.1 ml 皮下に注入した。その後、25℃で 7～10 分間酵素処理を
行った。酵素処理は、95％O2/5％CO2で飽和した Earle’s 外液中で行った。酵素
処理後、細胞外液に浸し、実体顕微鏡下でピンセットを用いて舌上皮を剥離した。
剥離した舌上皮は、基底膜側（味物質が接触しない部分の膜側）が上になるように
測定用プラットホームに固定した。この時、プラットホームの内側となる味蕾の受
容膜側には、細胞外液を満たした。 
b) 細胞マーカー（バイオサイチン）の注入   
細胞マーカ （ー細胞の標識）にはバイオサイチンを用いた。細胞マーカーにバイ
オサイチンを採用した理由は、主に 2 つある。ルシファーイエローなどの蛍光色
素を直接拡散させるより、高感度に観測できること。もうひとつは、退色の影響を
最小限にとどめることができること、である。この細胞マーカー(バイオサイチン)
の注入は、電気生理学的測定と同時進行で行った。電気生理学的測定については第
三章に記す。 
舌上皮を固定した測定用プラットホームを、正立型顕微鏡(BX50, Olympus, 東
京)の水浸対物レンズ下にセットした（図 2-2）。細胞基底膜側は細胞外液で灌流し
た。水圧式 3 次元マニピュレータ (MHW-103, 成茂, 東京)を用いて、2 mg/ml バ
イオサイチン細胞内液（KCl 細胞内液にバイオサイチンを溶かした溶液）を満た
した記録電極を味蕾付近まで接近させた。標的の味蕾細胞に記録電極を接着させ、
陰圧をかけてギガオームシールを形成した。なお、記録電極の接着は細胞表面のゴ
ミを取り除くため、陽圧をかけながら行った。ギガオームシール形成後、記録電極
に加える陰圧を増大させ、細胞膜を破り、バイオサイチン細胞内液を細胞内に拡散
させた。電気生理学的測定終了後、慎重に細胞から記録電極を外し、組織標本の作
製を行った。 
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記録電極は、ヘマトクリット毛細管 (テルモ硬質ガラス)を用い、プラー (model 
PC-10, 成茂, 東京)で二段引きして作製した。 
電気生理学的測定およびバイオサイチンの注入は、1 つの味蕾につき 1 つの細胞
とした（失敗した場合も同一味蕾の他細胞では測定しない）。測定が完了した場合
は、その時点で測定をやめ、細胞（上皮）を固定した。この時、中途半端に測定し
た細胞を含む味蕾は破壊した。これらの条件で測定した理由は 2 つある。同一味
蕾または上皮で 2 細胞以上測定した場合、バイオサイチンで染色した細胞が 2 細
胞以上観測され、電流の性質と免疫染色性の対応を掛け違う恐れがあるためである。
もう 1 つは、測定後すぐに細胞を固定することで、測定した細胞の崩壊を防ぎ、
バイオサイチンが流失しないようにするためである。 
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図 2-1	 剥離舌上皮標本の調整方法 
実験には 3～8 週齢の ddY マウスを用いた。エーテル麻酔下で断頭後、舌を切り出
し、1mg/ml	 エラスターゼ溶液を皮下に注入した。そして、Earle’s 外液内で 7～10
分間、25℃で酵素処理を行い、舌上皮を剥離した。剥離した舌上皮は測定用プラット
ホームに固定した。
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図 2-2	 細胞マーカーの注入方法 
(A )細胞マーカーの注入および電気生理学的測定法。舌上皮を固定した測定用プラッ
トホームを、顕微鏡の水浸対物レンズ下にセットした。基底膜側は細胞外液で灌流し
た。電気生理学的測定は、ホールセルパッチクランプ法で行った（第三章参照）。(B )
記録電極先端部分の拡大図。記録電極には、細胞マーカーとなるバイオサイチンを溶
かした細胞内液を充填した。そして、味蕾内の１つの味蕾細胞に注入した。 
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c) 組織標本の作製  
固定 
電気生理学的測定終了後（バイオサイチンを細胞内に拡散後）、舌上皮を測定用
プラットホームに固定したまま、4 % パラホルムアルデヒド細胞固定溶液で 1 日
～4 日間固定した（4℃、冷蔵で静置した）。固定後、プラットホームに固定されて
いる舌上皮を注射針で円形に切り取った（図 2-3）。 
バイオサイチンの染色 
電気生理学的に測定した細胞内のバイオサイチンを蛍光として観測するため、ス
トレプトアビジン-Alexa-633 を用いた。ストレプトアビジンはバイオサイチンと
特異的に結合する性質がある。よって、蛍光標識を施したストレプトアビジン
-Alexa-633 を反応させることで、バイオサイチンを可視化することができる。 
免疫染色法 
また、この細胞マーカーの染色は、バイオサイチンで標識された細胞の細胞型を
同定するため、免疫染色と併せて行った。本実験では、Ⅱ型細胞とⅢ型細胞を同定
するため、Ⅱ型細胞およびⅢ型細胞でそれぞれ特異的に発現するタンパク、IP3R3、
SNAP-25 を指標とした。Ⅰ型細胞およびⅣ型細胞は染色しなかった。 
免疫染色法には、直接法と間接法がある。本実験では目的タンパクの存在を、よ
り高感度に取得できる間接免疫法を用いた（図 2-4）。一次抗体には、Ⅱ型細胞で
特異的に発現する IP3R3 に対する抗体、Ⅲ型細胞で特異的に発現する SNAP-25
に対する抗体を使用した。二次抗体には、Alexa-488 あるいは Alxa-555 標識抗体
を使用した（表 2-1）。 
一次抗体に IP3R3 に対する抗体を使用する場合、標本をそのまま染色すると染
色状態が悪く、抗体反応の判定が難しかった。そこで、一次抗体処理を行う前に、
抗原性の賦活化を行った。まず、円形に切り出した標本を、PBS 溶液内に移し、
振とう器上で洗浄した（室温、10 分 × 6 回）。洗浄後、クエン酸緩衝溶液（pH 
7.0）に浸し、クエン酸処理を行った（85 ℃、恒温槽で 20 分間静置）。クエン酸
処理後、室温で 5 分間放置し、PBS 溶液で洗浄した（室温、振とう器上で 10 分 × 
3 回）。続けて、メタノール溶液（99.5％）に浸し、メタノール処理を行った（-20℃、
冷蔵で 30 分静置）。処理後、PBS 溶液で洗浄した（室温、振とう器上で 10 分 × 
6 回）。賦活化処理を行った後、抗体の非特異的な結合を阻害するため、標本をブ
ロッキング溶液（ 3 % Donkey serum + 1 % Bovine serum albumin + 0.3 % 
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Triton X ）に浸し、ブロッキング処理を行った（室温、振とう器上で 3～5 時間）。 
これらの処理が完了後、一次抗体を反応させた（4℃、冷蔵で一晩）。一次抗体
反応後、PBS 溶液で洗浄し（室温、10 分 × 6 回）、二次抗体を反応させた（4℃、
冷蔵で一晩）。細胞内のバイオサイチンと結合する、ストレプトアビジン-Alexa-633	 	 
（	 20 µg / ml	 ）を、このとき二次抗体と一緒に反応させた。反応後、PBS 溶液で
洗浄した（室温、10 分 × 6 回）。 
それぞれの処理および反応は、エッペンドルフチューブ内で行った。また、スト
レプトアビジン、二次抗体の反応および反応後の洗浄は、蛍光標識の退色を防ぐた
めに、遮光下で行った。 
表 2-1	 免疫染色に使用した抗体	 
一次抗体	 希釈率＊	 二次抗体	 希釈率＊	 
mouse anti-IP3R3 
（ BD Transduction 
Laboratories, USA）	 
1:50	 Donkey anti-mouse 
Alexa-555 
（Molecular Probes, USA）	 
1:400	 
rabbit anti-SNAP-25 
（Sigma, USA）	 
1:1000	 Donkey anti-rabbit Alexa-488 
（Molecular Probes, USA）	 
1:400	 
＊希釈にはブロッキング溶液を用いた。	 
プレパラートの作製 
染色後、スライドガラスに基底膜側が上になるように標本を置き、その上に細胞
包埋溶液を付加して、カバーガラスで覆った。この時、気泡が入り込まないように
十分注意した（顕微鏡観察時に光の屈折率が変わり観察が困難になるため）。カバ
ーガラスとスライドガラスは、透明マニキュアで接着させた。なお、一連の作業は、
蛍光標識の退色を防ぐために、遮光下で行った。 
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図 2-3	 組織標本の作製手順 
プレパラート作製以前の各工程後は、舌上皮を PBS 溶液で洗浄した。 
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図 2-4 間接免疫法 
抗原（目的タンパク）に一次抗体を反応させ、次に蛍光標識を施した二次抗体を一
次抗体に反応させて、その二次抗体の蛍光を観測する。 直接法に比べ、蛍光を検出し
やすい。 
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d) 共焦点レーザー顕微鏡による観察   
標本観察には、共焦点レーザー顕微鏡（TCS-SL, Leica, Microsystems 
Heidelberg GmbH, Germany）を用いた。標本は、三重染色（バイオサイチン、
IP3R3、SNAP-25）してあるため、蛍光測定においてクロストークが生じる可能性
がある。クロストークとは、複数同時に励起を行うと、抗体を標識している異なる
蛍光色素の発する蛍光が重なり合う現象である。例えば、抗体 A に対する抗原が
存在せず、抗体 B に対する抗原が存在するとする。染色した標本には、抗体 A を
標識している蛍光色素 A’は存在しない。しかし、抗体 B に対する抗原を標識して
いる蛍光色素 B’の波長が蛍光色素 A’の波長とクロストークしていると、蛍光色素
B’の蛍光を蛍光色素 A’の蛍光と間違えることになる。このようなクロストークを
避けるために励起光を交互に照射する方法（シーケンシャルスキャニング）を用い
た。 
二次抗体 Alexa-488 の検出には、Ar レーザーを用い、励起光 488 nm、バンド
パスフィルタを 500～540 nm とし、蛍光を観察した。Alexa-555 の検出には、He 
/ Ne レーザーを用い、励起光 543 nm、バンドパスフィルタを 555～625 nm とし、
蛍光を観察した。また、Alexa-633 の検出には、Ar レーザーを用い、励起光 633 nm、
バンドパスフィルタを 645～720 nm とし、蛍光を観察した。蛍光輝度は、バイオ
サイチンで標識した細胞を中心に、細胞体が鮮明に染まるレベルに設定した。 
標本の観察は、1 µm ずつ焦点面をずらして行い、各焦点面の平面画像を連続断
面画像として得た。その後、解析ソフト（ Leica confocal software lite )を用い、
Z軸(高さ方向の軸)を10度または20度ずつ回転した3次元再構成画像を作成した。 
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e) 細胞型の同定  
細胞マーカー（バイオサイチン）を注入し、標識した細胞の細胞型を、免疫染色
性および細胞の形態を基に同定した。本実験では、Ⅱ型細胞で特異的に発現する
IP3R3、Ⅲ型細胞で特異的に発現する SNAP-25 を指標とし、Ⅱ型細胞とⅢ型細胞
の同定を行った。なお、Ⅰ型およびⅣ型細胞は免疫染色を行っていないため、染色
性による同定はできなかった。 
バイオサイチンで標識した細胞を、IP3R3 抗体も染色したとき
（IP3R3-ImmunoReactive Cell, 以下 IP3R3-IRC ）、その細胞をⅡ型細胞とした。
また、標識した細胞を、SNAP-25 抗体も染色したとき(SNAP-25-ImmunoReactive 
Cell, 以下 SNAP-25-IRC)、その細胞をⅢ型細胞とした。また、IP3R3 抗体および
SNAP-25 抗体のどちらとも染色しなかった細胞は、Non-ImmunoReactive Cell, 
以下 Non-IRC とした。Ⅳ型細胞は突起を伸ばしていない球形で、他の細胞型の形
態と異なる。よって、Non-IRC について、バイオサイチンで染まった部分の形態（3
次元再構成画像）を調べ、突起を伸ばしていない球形の細胞を、Ⅳ型細胞とした。 
f) 細胞表面積の測定  
バイオサイチンで標識した細胞の表面積を、共焦点レーザー顕微鏡で取得した蛍
光画像から算出した（図 2-5）。バイオサイチンの蛍光画像は、1 µm 刻みで平面断
面画像として取得している。細胞を厚さ 1 µm のブロックの集合と仮定し、細胞表
面積を求めた。すなわち、すべてのブロックについて、ブロックの輪郭の長さ×厚
さを求め、全て足し合わせることで、細胞の表面積を概算することができる（円柱
の側面積算出の応用）。蛍光の輪郭の長さは解析ソフト（Leica confocal software 
lite)で測定した。
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図 2-5	 細胞表面積の算出方法 
電気生理学的に測定した味蕾細胞の 3 次元再構成画像（左カラム）。細胞体（黄点線
a）の平面断面画像（右カラム、a）。細胞突起（黄点線 b）の平面断面画像（右カラム、
b）。バイオサイチンにより染色した細胞の断面画像から、細胞の輪郭の長さを測定し
た。細胞の断面（n 枚）から輪郭の長さを測定し、輪郭の長さ×厚さ（1 µm）を求め、
合計することで細胞の表面積を概算した。スケールバーは 10 µm を示す。 
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g) 実験溶液  
本実験で使用した溶液の組成を以下に示す。溶液は、特に記さない限りすべて超
純水に溶かして調製した。 
細胞外液 (mM) ； 
150 NaCl、 5 KCl、 2 CaCl2、 0.5 MgCl2、 5 HEPES、 10 Glucose、 pH 
7.4 / NaOH  
Earle’s 外液 (mM) ； 
116 NaCl、5.37 KCl、 1.8 CaCl2、26.18 NaHCO3、 1.01 NaH2PO4、0.81 
MgSO4 
1 mg/ml エラスターゼ溶液； 
エラスターゼを 1 mg/ml になるように細胞外液で溶かした。 
KCl 細胞内液 (mM)； 
120 KCl、 5 MgCl2、 2.4 CaCl2、 10 EGTA / 30 KOH、5 Na2ATP、 0.3 
Na3GTP、 10 HEPES、 pH 7.2 / KOH 
2 mg / ml バイオサイチン細胞内液； 
バイオサイチン（Sigma, USA）を、2 mg / ml になるように KCl 細胞内液
で溶かした。 
PBS 溶液； 
137 NaCl、2.67 KCl、8.09 Na2HPO4、 1.47 KH2PO4 
4 % パラホルムアルデヒド細胞固定溶液； 
パラホルムアルデヒドを、4% になるように PBS 溶液で溶かした。 
クエン酸緩衝溶液； 
A 液： クエン酸・一水和物 2.10 g を 100 ml の超純水に溶かす。 
B 液： クエン酸三ナトリウム・二水和物 2.94 g を 100 ml の超純水に溶か
す。 
A 液 1.8 ml と B 液 8.2 ml を混合し、これに超純水 90 ml を加え、クエ
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ン酸緩衝溶液とした。 pH 7.0 / NaOH 
メタノール溶液；	 
99.8 % メタノール原液（特級） 
ブロッキング溶液； 
Donkey serum、 Bovine serum albumin、Triton X をそれぞれ、 3 % 、 1 % 、 
0.3 % になるように PBS 溶液で溶かした。 
ストレプトアビジン-Alexa-633 （ 20 µg / ml ）； 
ストレプトアビジン-Alexa-633（Molecular Probes, USA）を、PBS 溶液で
溶かし、2 mg / ml にし、ストック溶液とした。ストック溶液は遮光状態にし
た上で冷凍保存し、染色時、20 µg / ml になるように、ブロッキング溶液で希
釈した。 
細胞包埋溶液； 
PPDA ( 1 mg / ml ) を、50 % グリセロール溶液 ( PBS 溶液で調製 ) で 10 
倍希釈した。 
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2-3	 実験結果  
a) 免疫染色法による細胞型の同定  
本実験では、味蕾細胞の免疫染色性の違いを利用して、電気生理学的に測定した
細胞（バイオサイチンを注入した細胞）の細胞型を同定した。共焦点レーザー顕微
鏡による観察の結果、32 細胞（全測定細胞の約 6 割）の免疫染色性を調べること
ができた。測定細胞の細胞型を同定するためには、バイオサイチンを標識した蛍光
（ストレプトアビジン-Alexa-633）を観測する必要がある。今回、免疫染色性を調
べることができなかった（細胞型を同定できなかった）細胞は、ストレプトアビジ
ン-Alexa-633 の蛍光を観測できなかった。電気生理学的測定完了後、すぐに細胞
を固定した。よって、細胞膜が崩壊し、バイオサイチンが流出してしまった可能性
は低い。記録電極を細胞から引き離すとき、細胞や細胞間接着に負荷が掛かり、そ
の結果、その後の工程で脱落してしまったと考えた。 
バイオサイチンを標識した蛍光を観測した 32 細胞のうち、10 細胞は、Ⅱ型細
胞で特異的に発現する IP3R3 も染まった（IP3R3-IRC）。よって、この 10 細胞を
Ⅱ型細胞と同定した（図 2-6）。また、32 細胞のうち 6 細胞は、Ⅲ型細胞で特異的
に発現する SNAP-25 も染まった(SNAP-25-IRC)。よって、この 6 細胞をⅢ型細胞
と同定した（図 2-7）。残りの 16 細胞は、IP3R3 と SNAP-25 のどちらとも染まら
なかった。よって、Non-IRC とした（図 2-8）。この Non-IRC について、平面画
像や 3 次元再構成画像を基に、細胞体から細長い突起を伸ばしているか否かを調
べた。その結果、16 細胞すべてに細長い突起を確認した。したがって、Non-IRC
の 16 細胞は、Ⅳ型細胞（細長い突起を持たない球形）ではないと考えた。 
本実験の免疫染色では、バイオサイチンを注入した細胞で、IP3R3 と SNAP-25
の両者が染まった細胞はいなかった（IP3R3 と SNAP-25 の共発現はなかった）。
また、細胞間のギャップ結合による、dye-coupling は観測されなかった。
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図 2-6	 免疫染色によるⅡ型細胞の同定 
(A )電気生理学的に測定した味蕾細胞の 3 次元再構成画像。測定中に細胞内に注入し
ておいたバイオサイチンにストレプトアビジン-Alexa-633 を結合させ、観測している。
細胞体から細長い突起を伸ばしている（アローヘッド）。黄点線は、B～F の断面画像
の位置を示す。(B ) バイオサイチン-ストレプトアビジン-Alexa-633 で染色した味蕾細
胞。(C ) IP3R3（赤色、Ⅱ型細胞のマーカー）および SNAP-25（緑色、Ⅲ型細胞のマ
ーカー）による二重染色。(D )B と C の重ね合わせ画像。測定した細胞がⅡ型細胞で
あることがわかる。(E ) 味蕾の透過光画像。(F )D と E の重ね合わせ画像。スケール
バーは 10 µm を示す。 
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図 2-7	 免疫染色によるⅢ型細胞の同定 
(A )電気生理学的に測定した味蕾細胞の 3 次元再構成画像。測定中に細胞内に注入し
ておいたバイオサイチンにストレプトアビジン-Alexa-633 を結合させ、観測している。
細胞体から細長い突起を伸ばしている（アローヘッド）。黄点線は、B～F の断面画像
の位置を示す。(B ) バイオサイチン-ストレプトアビジン-Alexa-633 で染色した味蕾細
胞。(C ) IP3R3（赤色、Ⅱ型細胞のマーカー）および SNAP-25（緑色、Ⅲ型細胞のマ
ーカー）による二重染色。(D )B と C の重ね合わせ画像。測定した細胞がⅢ型細胞で
あることがわかる。(E ) 味蕾の透過光画像。(F )D と E の重ね合わせ画像。スケール
バーは 10 µm を示す。 
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図 2-8	 免疫染色による Non-IRC の同定 
(A )電気生理学的に測定した味蕾細胞の 3 次元再構成画像。測定中に細胞内に注入し
ておいたバイオサイチンにストレプトアビジン-Alexa-633 を結合させ、観測している。
細胞体から細長い突起を伸ばしている（アローヘッド）。黄点線は、B～F の断面画像
の位置を示す。(B ) バイオサイチン-ストレプトアビジン-Alexa-633 で染色した味蕾細
胞。(C ) IP3R3（赤色、Ⅱ型細胞のマーカー）および SNAP-25（緑色、Ⅲ型細胞のマ
ーカー）による二重染色。(D )B と C の重ね合わせ画像。測定した細胞が Non-IRC で
あることがわかる。(E ) 味蕾の透過光画像。(F )D と E の重ね合わせ画像。スケール
バーは 10 µm を示す。 
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b) 細胞表面積の測定  
バイオサイチンを標識した蛍光（平面断面画像）を基に、測定細胞の表面積を算
出した（図 2-9 A）。なお、Ⅱ型細胞の 1 細胞は、平面画像データの破損により、
表面積を算出できなかった（細胞型を同定した後破損した）。測定の結果、細胞表
面積の大きさは、全細胞で 345±116 µm2（平均値±S.D., n = 31）、Ⅱ型細胞で 378
±111 µm2（n = 9）、Ⅲ型細胞で 321±75 µm2（n = 6）、Non-IRC で 336±133 µm2
（n = 16）であった（図 2-9 B）。細胞型間で、細胞表面積に有意差はなかった
（ANOVA、p=0.60）。 
 
 
図 2-9	 免疫染色性により分類した細胞表面積の大きさ 
(A )測定した細胞表面積の大きさ。各細胞型で、表面積が大きい順に細胞を並べた。
点線は細胞型の境界線。＃は測定していないことを示す。(B )細胞型による細胞表面積
（平均値±S.D.）の比較。細胞型間で、細胞表面積に有意差はなかった（ANOVA	 
p=0.60）。（	 ）内の数字は細胞数を示す。 
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第三章	 味蕾細胞の電気生理学的性質と 
細胞型との関係 
 
 
 
 
味蕾細胞の電気生理学的性質と細胞型との関係について記述する。 
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3-1 序論  
味蕾細胞はさまざまな種類の電位依存性電流を生成することがわかっており、そ
の電気生理学的性質を基にした細胞の分類も報告されている(第一章参照)。また、
電子顕微鏡観察による形態学的分類と免疫組織学的分類を関連づけることで、細胞
の免疫染色性を調べることにより細胞型を同定することが可能となった（第二章参
照）。必然的に、これらの研究を組み合わせ、細胞型ごとの電気生理学的性質に関
する研究が始まった。本序論では、これまでの他研究室などで行われた研究を紹介
し、本研究の特徴を示す。 
Medler らは、マウス有郭乳頭および葉状乳頭から単離した味蕾細胞を用いて、
その電気的性質と免疫染色性を関連づけた（Medler et al., 2003）。彼らは形態学
的に分類されたⅠ型、Ⅱ型およびⅢ型細胞を同定するため、antigen H をⅠ型細胞、
antigen A およびガストデューシンをⅡ型細胞、Neural Cell Adhesion Molecule
（NCAM）をⅢ型細胞のマーカーとして用いた。彼らは報告の中で Pumplin らの
研究（Pumplin et al., 1997; Pumplin et al., 1999）を引用し、Ⅱ型細胞とⅢ型細
胞は明細胞で、antigen A を発現する細胞の形態は、それら明細胞のみが持つとし
ている。しかし、antigen A の染色性と NCAM の染色性はほとんど共局在を示さ
ないことを示し、それぞれの細胞集団は隔てられていると報告している。実験には
Ⅱ型細胞で特異的に発現するガストデューシン遺伝子に GFP（オワンクラゲの緑
色蛍光物質、Green Fluorescnet Protein）遺伝子を導入した遺伝子組み換えマウ
スが用いられた。その結果、Ⅰ型細胞（antigen H 陽性）は、小さな Na+電流（Na+
電流を持たない細胞もいた）、ゆっくり活性化する小さな外向き電流を持っていた。
Ⅱ型細胞は３つの異なるグループ（ガストデューシン（GFP）陽性、antigen A 陽
性で Ca2+電流を持たない、antigen A 陽性で Ca2+電流を持つ）に分けられた。ガ
ストデューシン陽性および antigen A 陽性（Ca2+電流なし）のⅡ型細胞は、小さ
な Na+電流、ゆっくり活性化する小さな外向き電流を持ち、antigen A 陽性（Ca2+
電流あり）のⅡ型細胞は大きな Na+電流、素早い活性化とゆっくりな不活性化を
示す大きな外向き電流を持っていた。Ⅲ型細胞（NCAM 陽性）は、antigen A 陽
性（Ca2+電流あり）のⅡ型細胞と似ており、大きな Na+電流、素早い活性化とゆ
っくりな不活性化を示す大きな外向き電流、そして Ca2+電流を持っていた。細胞
型に関わらず、Na+電流は TTX により完全に抑制され、外向き電流の大部分は TEA
により抑制された。しかしながら、これらの電気生理学的性質は単離した味蕾細胞
から得たものであり、損傷による性質への影響が懸念される。また、免疫染色後に
電流を測定しているため、免疫染色が電位依存性チャネルへ影響を与えているかも
しれない。また、近年では、antigen A や antigen H の染色特異性に疑問を持つ研
究者も多く、これらの抗体を用いることはない。一般的には、Ⅱ型細胞のマーカー
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として PLCβ2（リン脂質分解酵素サブタイプ）や IP3R3（IP3受容体サブタイプ）
が、Ⅲ型細胞のマーカーとして SNAP-25(SNARE タンパク質)が用いられる。 
電気生理学的性質と細胞型との関連についての研究では、GFP 遺伝子を細胞型
マーカー遺伝子に導入することで、特定の細胞型を区別する。Clapp らは、Ⅱ型細
胞で特異的に発現する T1R3（味物質受容体、甘み、うま味を受容する）遺伝子に
GFP 遺伝子を導入した、遺伝子組み換えマウスの有郭乳頭および葉状乳頭味蕾を
用いて研究を行った（Clapp et al., 2006）。その結果、T1R3（GFP）を発現した
細胞は、小さな Na+電流と小さな K+電流を持ち、Ca2+電流は持たないことを示し
た。また、T1R3（GFP）を発現していない細胞のごく一部は、大きな Na+電流と
大きな K+電流、そして Ca2+電流を持つことを示した。しかし、これまでに行われ
てきたすべての研究は、単離細胞を用いている。 
本研究では、古江らが開発した剥離舌上皮標本を用いて、マウス茸状乳頭味蕾細
胞の電気生理学的性質を調べた。剥離舌上皮標本は、味蕾構造を保存することがで
き、細胞の損傷も最小限に留められるという利点がある。また、マウスの死亡から
測定開始までの時間短縮に有効である。すなわち、本実験では、剥離舌上皮中の味
蕾細胞を直接測定するため、マウスを殺してから〜20 分で測定を開始できる。し
かし、単離味蕾細胞は剥離舌上皮から味蕾を抜き取り、味蕾細胞を単離する操作に
さらに 30～60 分が必要となる。 
味蕾細胞は、Na+電流、外向き整流性電流、テール電流、内向き整流性電流など、
さまざまな電位依存性電流を発生する。Na+電流と外向き整流性電流は、細胞の脱
分極により生じる。Na+電流は電位依存性 Na+チャネルが寄与しており、早い不活
性化を示す。外向き整流性電流は電位依存性 K+チャネルやその他の電位依存性チ
ャネルが寄与している。テール電流は脱分極で開口したチャネルが、脱分極終了後
も直ぐに閉じないことで生じる。内向き整流性電流は細胞の過分極により生じ、内
向き整流性 K+チャネルが寄与している。 
本研究では、各細胞型で生成する電位依存性 Na+チャネル電流の性質や外向き
整流性電流に寄与する電位依存性チャネルを調べるため、電位依存性 Na+チャネ
ルをブロックする TTX および電位依存性 K+チャネルをブロックする TEA を味蕾
基底膜に与え、その薬理作用を調べた。そして、免疫染色法を用いて、電気生理学
的性質を調べた細胞の細胞型を同定し、電気生理学的性質と細胞型を関連づけた。
本章では、各電位依存性電流の大きさや組み合わせが細胞型により大きく異なるこ
とを示す。 
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3-2 実験方法  
a) 剥離舌上皮標本の調製  
剥離舌上皮標本の調製は、第二章（実験方法；剥離舌上皮標本の調製）に記述し
た方法で行った。 
b) 電気生理学的測定法  
味蕾細胞の電位依存性チャネル電流の測定は、古江らが開発した in-situ パッ
チクランプ法( Furue and Yoshii, 1997, 1998 )に従い、ホールセルパッチクランプ
法を用いて行った。水浸対物レンズ下に舌上皮を固定した測定用プラットホームを
セットし、味蕾細胞基底膜側は細胞外液で灌流した。プラットホーム内部（味蕾細
胞受容膜側）には、細胞外液を入れた。水圧式 3 次元マニピュレータ (MHW-103, 
成茂, 東京)を用いて、2 mg / ml バイオサイチン細胞内液を満たした記録電極を味
蕾付近まで接近させた。電気生理学的に測定しようとする味蕾細胞に記録電極を接
着させ、陰圧をかけてギガオームシールを形成した。ギガオームシール形成後、記
録電極に加える陰圧を増大させ、細胞膜を破り、ホールセルパッチを形成した。そ
の後、味蕾細胞を電位固定し、電位依存性チャネル電流を測定した。次に、TTX 細
胞外液および TEA 細胞外液を味蕾細胞基底膜に約 3 分間順次灌流し、その薬理作
用を調べた。特に記さない限り、保持電位を -70 mV とし、 -120 mV から +100 
mV まで 10 mV ステップで、それぞれ 50 ms ずつ膜電位を変化させて電流を記録
した。パルス間インターバルは 500 ms とした。 
グランド電極( 3M KCl / 2 % 寒天)は、測定用プラットホームの外側に置き、常
に基底膜灌流に用いた細胞外液に浸した。また、記録電極は電極内液を満たした状
態で、細胞外液に浸けた時の電極抵抗が 4~6 MΩ になるように作製した。測定し
た電流は、パッチクランプ用アンプ (Axopatch 200B, Axon instruments, Union 
City, CA, USA)で増幅し、A/D コンバータ (DigiData 1322A, Axon instruments)
を介してコンピュータの HD に記録した。解析には、市販の解析用ソフト
( PCLAMP 8.2, Axon instruments)を使用した。 
電気測定終了後、舌上皮を測定用プラットホームに固定したまま、4 % パラホ
ルムアルデヒド細胞固定溶液に浸け、細胞を固定した。これらの標本を免疫染色し、
電気的に測定した細胞の細胞型を同定した。細胞型の電気生理学的性質が正しく判
定できるように､一個の上皮には一個の細胞しか残さないようにした。 
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c) 電気生理学的性質の解析方法  
各種電流、リークコンダクタンスおよび膜容量の大きさは、次のように定義し、
測定した。 
Na+電流 
テスト電位（-120 mV から +100 mV）開始直後から約 10 ms の間に生じた電
流の負のピーク値から電流-電圧曲線を作成し、その負の極大値を Na+電流の大き
さとした。Na+電流の 1 µM TTX 感受性を調べた。TTX により抑制された電流を
TTX-sensitive電流、抑制されなかった電流をTTX-resistant電流とした（図 3-1）。 
外向き整流性電流 
テスト電位開始 45 ms 後に、外向き電流はほぼ定常状態に達する。定常状態に
達してから 4.5 ms の電流（45 ms から 49.5 ms の間）の平均値から電流-電圧曲線
を作成し、テスト電位が+50 mV 時の電流を外向き整流性電流の大きさとした。測
定は TTX 存在下で行った。外向き整流性電流の 10 mM TEA 感受性を調べ、TEA
により抑制された電流を TEA-sensitive 電流、抑制されなかった電流を
TEA-insensitive 電流とした（図 3-2）。 
テール電流 
テスト電位終了 2.5 ms 後（-70 mV の保持電位に復帰して 2.5 ms 後）の電流を
それぞれ直前のテスト電位に対しプロットした。作成した電流-電圧曲線の+50 mV
時の電流をテール電流の大きさとした（図 3-3）。測定は 1 µM TTX および 10 mM 
TEA 存在下で行った。 
内向き整流性電流 
外向き整流性電流と同様の方法で作成した電流-電圧曲線から、テスト電位が
-120 mV 時に生じた電流を、内向き整流性電流の大きさとした（図 3-2）。測定は
TTX 存在下で行った。 
リークコンダクタンスおよびリーク電流 
膜電位が-80 mV から-50 mV の間ではほとんどの電位依存性チャネルは閉鎖し
ており、電流-電圧曲線は直線となる。この状態（静止状態）で生じた電流をリー
ク電流とした。具体的には、テスト電位-70 mV の前後 3 点以上を直線回帰してリ
ーク電流を求めた（図 3-1,2 B ）。この直線の傾きを、リークコンダクタンスとし
た。 
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上記の各電流にはリーク電流が含まれているため、それぞれこのリーク電流を除
いた。ただし、テール電流については、-70 mV 時のリーク電流をそれぞれの電流
から除いた。 
膜容量 
細胞の膜容量は、pCLAMP 付属の測定モード、Membrane Test を用いて測定
した。ホールセルモードで細胞を電位固定した後、Membrane Test モードに移行
し、矩形波電位パルス（ΔV ）を与えてそれに伴う電流応答から膜容量（Cm）を
測定した。矩形波電位パルスは、保持電位-70 mV から-50 mV に電位を変化させ
た。膜をチャージする電荷（Q）は、Q = Cm × ΔVmで表される。ΔVmは膜内外
の電位差。定常状態において、ΔV とΔVmの関係は、ΔVm = ΔV × Rm / ( Ra + Rm)
となる。Ra は電極のアクセス抵抗、Rm は膜抵抗を示す。ΔVm を先の式に代入し、
Cm = Q × ( Ra + Rm ) / ΔV × Rmから、Q、Ra、Rmを計測し膜容量を求めた。
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図 3-1	 Na+電流の解析方法 
(A )測定した Na+電流。左は標準外液中で測定した電流（control）、右は 1 µM TTX
存在下で測定した電流。テスト電位は-90 mV から+60 mV、10 mV ステップで記録。
保持電位は-70 mV。(B )Na+電流の電流-電圧曲線。A の矢印線間に生じた電流の負の
ピーク値をテスト電位でプロットした。●は control の電流、○は TTX 存在下の電流
を示す。黒線はリーク電流。負の極大値を Na+電流の大きさとした。TTX により抑制
された電流を TTX-sensitive 電流、抑制されなかった電流を TTX-resistant 電流とし
た。
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図 3-2	 外向き整流性電流および内向き整流性電流の解析方法 
(A )測定した外向き整流性電流および内向き整流性電流。左は 1 µM TTX 存在下で
測定した電流（control）、右は 1 µM TTX および 10 mM TEA 存在下で測定した電流。
テスト電位は-120 mV から+70 mV、10 mV ステップで記録。保持電位は-70 mV。(B )
定常状態の電流-電圧曲線。A の矢印線間に生じた電流の平均値をテスト電位でプロッ
トした。●は control の電流、○は TEA 存在下の電流を示す。黒線はリーク電流。テ
スト電位が+50 mV 時の電流を外向き整流性電流の大きさとした。TEA により抑制さ
れた電流を TEA-sensitive 電流、抑制されなかった電流を TEA-insensitive 電流とし
た。また、テスト電位が-120 mV 時に生じた電流を、内向き整流性電流の大きさとし
た。
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図 3-3	 テール電流の解析方法 
(A )1 µM TTX および 10 mM TEA 存在下で測定したテール電流。テスト電位は-90 
mV から+60 mV、10 mV ステップで記録。保持電位は-70 mV。(B ) テール電流の電
流-電圧曲線。テスト電位終了後、2.5 ms 時（A の矢印）に生じた電流を直前のテスト
電位でプロットした。黒線はリーク電流。直前のテスト電位が+50 mV 時の電流をテ
ール電流の大きさとした。 
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d) 実験溶液  
細胞外液、Earle’s 外液、2 mg / ml バイオサイチン細胞内液等の組成は、第二
章（実験方法；実験溶液）と同一とした。 
TTX 細胞外液； 
TTX（Wako, Japan）を超純水で溶かし、100 µM TTX とし、500 µl ずつエ
ッペンドルフチューブに分注し、ストック溶液とした。ストック溶液は冷蔵保
存し、使用直前に、1 µM になるように細胞外液で希釈した。 
TEA 細胞外液； 
TEA（Wako, Japan）を超純水で溶かし、1 M TEA とし、プラスチックチュ
ーブに入れ、ストック溶液とした。ストック溶液は遮光状態にした上で冷蔵保
存し、実験直前に、10 mM になるように細胞外液で希釈した。使用直前に TTX
のストック溶液を加え、最終的に 10 mM TEA＋1 µM TTX とした。 
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3-3 実験結果  
 味蕾細胞の電気生理学的性質と免疫染色性の関係  
Na+電流 
味蕾細胞は多様な電位依存性電流を発生した（図 3-4、3-5）。免疫染色性の判明
した 32 細胞のうち、2 細胞を除く全ての細胞で Na+電流を生成した（図 3-5 A）。
Na+電流を生成しなかった 2 細胞は、Non-IRC であった。Na+電流の大きさは、全
細胞で-1422±880 pA（平均値±S.D., n = 32）、Ⅱ型細胞で-2179±499 pA（n = 10）、
Ⅲ型細胞で-2033±395 pA (n = 6)、Non-IRC で-721±588 pA (n = 16)であった。
Na+電流の大きさは、Ⅱ型細胞とⅢ型細胞の間に有意差がなく、Non-IRC より有
意に大きかった（図 3-7 A、ANOVA、p<0.0001；シェフェの多重比較、Ⅱ型細胞 
対 Ⅲ型細胞：p=0.87、Ⅱ型細胞 対 Non-IRC：p<0.0001、Ⅲ型細胞 対 Non-IRC：
p<0.0001）。 
細胞基底膜に 1 µM TTX を与えると、全ての細胞型で Na+電流を有意に抑制し
た（図 3-6、一標本 t-検定、Ⅱ型細胞：p<0.0001、Ⅲ型細胞：p<0.0001、Non-IRC：
p=0.00032）。TTX により抑制された電流を TTX-sensitive 電流、抑制されなかっ
た電流を TTX-resistant 電流と呼ぶことにした。 
TTX-sensitive 電流の大きさは、全細胞で-1354±855 pA（n = 32）、Ⅱ型細胞で
-2154±495 pA（n = 10）、Ⅲ型細胞で-1775±371 pA（n = 6）、Non-IRC で-695
±599 pA（n = 16）であった。TTX-sensitive 電流の大きさは、Ⅱ型細胞とⅢ型細
胞間に有意差はなく、Non-IRC では他の細胞型よりも有意に小さかった（図 3-7 B、
ANOVA、p<0.0001；シェフェの多重比較、Ⅱ型細胞 対 Ⅲ型細胞：p=0.40、Ⅱ
型細胞 対 Non-IRC：p＜0.0001、Ⅲ型細胞 対 Non-IRC：p=0.001）。Na+電流に
対する TTX-sensitive 電流の割合は、全細胞で 88±25 ％（n = 32）、Ⅱ型細胞で
99±3 %（n = 10）、Ⅲ型細胞で 87±6 %（n = 6）、Non-IRC で 82±33 %（n = 16）
であった。各細胞型における割合は皆 80％以上で、有意差はなかった（図 3-7 D、 
ANOVA、p=0.25）。 
全ての細胞型で、TTX-resistant 電流を持つ細胞を確認した（Ⅱ型細胞：n = 2、
Ⅲ型細胞：n = 6、Non-IRC：n = 5）。TTX-resistant 電流の大きさは、全細胞で-69
±116 pA（n = 32）、Ⅱ型細胞で-25±53 pA（n = 10）、Ⅲ型細胞で-257±138 pA
（n = 6）、Non-IRC で-26±46 pA（n = 16）であった。Ⅲ型細胞の TTX-resistant
電流の大きさは、他の細胞型よりも有意に大きかった（図 3-7 C、ANOVA、
p<0.0001；シェフェの多重比較、Ⅱ型細胞 対 Ⅲ型細胞：p<0.0001、Ⅱ型細胞 対 
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Non-IRC：p=0.99、Ⅲ型細胞 対 Non-IRC：p<0.0001）。また、Na+電流に対する
TTX-resistant 電流の割合は、全細胞で 5±8 %（n = 32）、Ⅱ型細胞で 1±3 %（n 
= 10）、Ⅲ型細胞で 13±6 %（n = 6）、Non-IRC で 5±10 %（n = 16）であった。
割合はⅢ型細胞で最も多く、Ⅱ型細胞と有意差があった（図 3-7 E、ANOVA、
p=0.023；シェフェの多重比較、Ⅱ型細胞 対 Ⅲ型細胞：p=0.023、Ⅱ型細胞 対 
Non-IRC：p=0.39、Ⅲ型細胞 対 Non-IRC：p=0.15）。 
各細胞型における Na+電流のうち TTX-sensitive 電流の逆転電位を推測した。電
流-電圧曲線がほぼ直線となる 0 mV から+20 mV の部分を外挿し、電流値 0 とな
る電位（逆転電位）を求めた（図 3-8）。なお、Non-IRC の 4 細胞の TTX-sensitive
電流が小さかったため、本解析からは除外した。推測した TTX-sensitive 電流の逆
転電位は、全細胞で+51±8 mV（n = 26）、Ⅱ型細胞で+49±6 mV（n = 10）、Ⅲ
型細胞で+55±3 mV（n = 6）、Non-IRC で+51±11 mV（n = 10）であった。これ
らの逆転電位は、細胞型間で有意差はなかった（ANOVA、p=0.46）。また、本実
験条件での Na+の平衡電位、+67 mV に近かった。 
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図 3-4	 測定した電位依存性電流 
(A )実験プロトコル。テスト電位は-120 mV から +100 mV、10 mV ステップ、そ
れぞれ 50 ms ずつ膜電位を変化させて電流を記録。保持電位は-70 mV。パルス間イン
ターバルは 500 ms。(B )A のプロトコルを用いて測定した電流。 
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図 3-5	 免疫染色性により分類した細胞の電流、リークコンダクタンス、膜容量
および細胞表面積の大きさ 
各細胞型でNa+電流が大きい順に並べた。(A )Na+電流、白色は TTX-resistant電流、
灰色は TTX-sensitive 電流を示す。(B )外向き整流性電流、白色は TEA-insensitive 電
流、灰色は TEA-sensitive 電流を示す。(C )テール電流、TEA 存在下で測定。(D )内
向き整流性電流。(E )リークコンダクタンス。(F )膜容量。(G )細胞表面積。#は未測定。
Na+電流はピーク値。外向き整流性電流は+50 mV、内向き整流性電流は-120 mV で発
生した電流の定常状態時の 4.5 ms 間を平均した値を示す。テール電流は、+50 mV の
テスト電位後 2.5 ms 時の電流値を示す。 
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図 3-6	 Ⅱ型細胞(A )、Ⅲ型細胞(B )および Non-IRC(C )の Na+電流（左カラム）
と免疫染色結果（右カラム） 
左カラム： control は TTX 非存在下、+ 1 µM TTX は、1 µM TTX 存在下で測定し
た電流。テスト電位が-20 mV の時に生じた電流を示す。保持電位は-70 mV。右カラ
ム： IP3R3 陽性（Ⅱ型細胞、赤色）、SNAP-25 陽性（Ⅲ型細胞、緑色）、バイオサイ
チン（測定細胞、白色）。免疫性の観測は共焦点レーザー顕微鏡で行った。スケールバ
ーは 10 µm を示す。 
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図 3-7 各細胞型における Na+電流の大きさ（平均値±S.D.）および 1 µM TTX
に対する感受性の比較 
(A )Na+電流。 (B )TTX-sensitive 電流。(C )TTX-resistant 電流。(D )Na+電流に対
する TTX-sensitive 電流の割合。(E ) Na+電流に対する TTX-resistant 電流の割合。 ( )
内の数字は細胞数、*は p<0.05、**は p<0.01、***は p<0.0001（シェフェの多重比較）
を示す。Na+電流（A ）と TTX-sensitive 電流（B ）は、Non-IRC で有意に小さか
った（ANOVA、p<0.0001）。Na+電流に対する TTX-sensitive 電流の割合（D ）は、
細胞型間で有意差はなかった（ANOVA、p=0.25）。一方、TTX-resistant 電流（C ）
は、Ⅲ型細胞で有意に大きく（ANOVA、p<0.0001）、また、Na+電流に対する
TTX-resistant 電流の割合（E ）は、Ⅱ型細胞よりⅢ型細胞が有意に多かった（ANOVA、
p=0.023）。 
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図 3-8	 Na+電流の逆転電位解析方法 
(A )標準外液中で測定した電流（control、a )、1 µM TTX 存在下で測定した電流(b )、
(c ) TTX-sensitive 電流。テスト電位は-80 mV から+70 mV、10 mV ステップで記録。
保持電位は-70 mV。(B ) c から作成した Na+電流の電流-電圧曲線。テスト電位開始後、
約 10 ms 以内に生じる負のピーク値をプロットした。横点線は電流値 0、青線は 0 mV
から+40 mV の回帰直線、点線の矢印は横点線（電流値 0）と青線（回帰直線）の交点
電位（逆転電位）を示す。この細胞の逆転電位は、+52 mV。 
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外向き整流性電流 
染色性の判明した 32 細胞全て、外向き整流性電流を生成した（図 3-5 B）。外向
き整流性電流の大きさは、全細胞で 1141±752 pA（平均値±S.D., n = 32）、Ⅱ型
細胞で 1703±424 pA（n = 10）、Ⅲ型細胞で 1904±350 pA（n = 6）、Non-IRC
で 504±381 pA（n = 16）であった。Ⅱ型細胞とⅢ型細胞の間に有意差はなく、
Non-IRC で有意に小さかった（図 3-11 A、ANOVA、p<0.0001；シェフェの多重
比較、Ⅱ型細胞 対 Ⅲ型細胞：p=0.61、Ⅱ型細胞 対 Non-IRC：p<0.0001、Ⅲ型
細胞 対 Non-IRC：p<0.0001）。 
細胞基底膜に 10 mM TEA を与えると、全ての細胞型で外向き整流性電流を有
意に抑制した（図 3-9、3-10、一標本 t-検定、Ⅱ型細胞：p=0.0037、Ⅲ型細胞：p<0.0001、
Non-IRC：p=0.00030）。しかし、TEA に対する感受性は細胞型で異なり、Non-IRC
の中には全く感受性を持たない細胞が 2 つあった。TEA により抑制された電流を
TEA-sensitive 電流、抑制されなかった電流を TEA-insensitive 電流と呼ぶことに
した。細胞により程度は異なるが、TEA-sensitive 電流は不活性化する傾向があり、
TEA-insensitive 電流にその傾向はなかった。 
TEA-sensitive 電流の大きさは、全細胞で 612±640 pA（n = 32）、Ⅱ型細胞で
363±296 pA（n = 10）、Ⅲ型細胞で 1775±372 pA（n = 6）、Non-IRC で 330±
283 pA（n = 16）であった。Ⅲ型細胞の TEA-sensitive 電流の大きさは、他の細
胞型よりも有意に大きかった（図 3-11 B、ANOVA、p<0.0001；シェフェの多重
比較、Ⅱ型細胞 対 Ⅲ型細胞：p<0.0001、Ⅱ型細胞 対 Non-IRC：p=0.96、Ⅲ型
細胞 対 Non-IRC：p<0.0001）。また、外向き整流性電流に対する TEA-sensitive
電流の割合は、全細胞で 60±37 ％（n = 32）、Ⅱ型細胞で 22±18%（n = 10）、
Ⅲ型細胞で 93±3 %（n = 6）、Non-IRC で 71±34 %（n = 16）であった。割合は
他の細胞型よりもⅡ型細胞で有意に少なかった（図 3-11 D、ANOVA、p<0.0001；
シェフェの多重比較、Ⅱ型細胞 対 Ⅲ型細胞：p<0.0001、Ⅱ型細胞 対 Non-IRC：
p=0.00030、Ⅲ型細胞 対 Non-IRC：p=0.25）。 
Non-IRC の 2 細胞を除く全ての細胞で、TEA-insensitive 電流を確認した。
TEA-insensitive 電流の大きさは、全細胞で 530±625 pA（n = 32）、Ⅱ型細胞で
1340±421 pA（n = 10）、Ⅲ型細胞で 129±34 pA（n = 6）、Non-IRC で 174±251 
pA（n = 16）であった。Ⅱ型細胞の TEA-insensitive 電流の大きさは、他の細胞
型よりも有意に大きかった（図 3-11 C、ANOVA、p<0.0001；シェフェの多重比
較、Ⅱ型細胞 対 Ⅲ型細胞：p<0.0001、Ⅱ型細胞 対 Non-IRC：p<0.0001、Ⅲ型
細胞 対 Non-IRC：p=0.95）。また、外向き整流性電流に対する TEA-insensitive
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電流の割合は、全細胞で 40±37 ％（n = 32）、Ⅱ型細胞で 78±18 %（n = 10）、
Ⅲ型細胞で 7±3 %（n = 6）、Non-IRC で 29±34 %（n = 16）であった。Ⅱ型細
胞における割合は他の細胞型よりも有意に多かった（図 3-11 E、ANOVA、
p<0.0001；シェフェの多重比較、Ⅱ型細胞 対 Ⅲ型細胞：p<0.0001、Ⅱ型細胞 対 
Non-IRC：p=0.00030、Ⅲ型細胞 対 Non-IRC：p=0.25）。これらの結果から、外
向き整流性電流の TEA に対する感受性は、Ⅱ型細胞とⅢ型細胞間で大きく異なる
ことが分かった。 
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図 3-9	 Ⅱ型細胞(A )、Ⅲ型細胞(B )の外向き整流性電流（左カラム）と免疫染色
結果（右カラム） 
左カラム： control は 1 µM TTX 存在下、+ 10 mM TEA は 1 µM TTX および 10 mM 
TEA 存在下で測定した電流。TEA-sensitive は control から+ 10 mM TEA を引いた電
流。テスト電位が+100 mV の時に生じた電流を示す。保持電位は-70 mV。右カラム： 
IP3R3 陽性（Ⅱ型細胞、赤色）、SNAP-25 陽性（Ⅲ型細胞、緑色）、バイオサイチン（測
定細胞、白色）。免疫性の観測は共焦点レーザー顕微鏡で行った。スケールバーは 10 µm
を示す。 
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図 3-10	 Non-IRC の外向き整流性電流（左カラム）と免疫染色結果（右カラム） 
 左カラム： controlは1 µM TTX存在下、+ 10 mM TEAは1 µM TTXおよび10 mM 
TEA 存在下で測定した電流。TEA-sensitive は control から+ 10 mM TEA を引いた電
流。テスト電位が+100 mV の時に生じた電流を示す。保持電位は-70 mV。右カラム： 
IP3R3 陽性（Ⅱ型細胞、赤色）、SNAP-25 陽性（Ⅲ型細胞、緑色）、バイオサイチン（測
定細胞、白色）。免疫性の観測は共焦点レーザー顕微鏡で行った。スケールバーは 10 µm
を示す。Non-IRC には、TEA に対する感受性が低い細胞（Cell 1）と高い細胞（Cell 
2）がいた。 
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図 3-11 各細胞型における外向き整流性電流の大きさ（平均値±S.D.）および 10 
mM TEA に対する感受性の比較 
 (A )外向き整流性電流。(B )TEA-sensitive 電流。(C )TEA-insensitive 電流。(D ) 外
向き整流性電流に対する TEA-sensitive 電流の割合。(E ) 外向き整流性電流に対する
TEA-insensitive 電流の割合。( )内の数字は細胞数、*は p<0.05、**は p<0.01、***は
p<0.0001（シェフェの多重比較）を示す。外向き整流性電流（A ）は、Non-IRC で
有意に小さかった（ANOVA、p<0.0001）。TEA-sensitive 電流は、Ⅲ型細胞で有意に
大きかった（ANOVA、p<0.0001）。外向き整流性電流に対する TEA-sensitive 電流の
割合（D ）は、Ⅱ型細胞で有意に少なかった（ANOVA、p<0.0001）。一方、
TEA-insensitive 電流（C ）は、Ⅱ型細胞で有意に大きく、外向き整流性電流に対す
る TEA-insensitive 電流の割合（E ）も、Ⅱ型細胞で有意に多かった（ANOVA、
p<0.0001）。 
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また、Non-IRC には TEA に対する感受性が低い細胞と高い細胞の 2 種のグル
ープが含まれていた。 
TEA に対する感受性が低い 4 細胞を Non-IRC-A、感受性が高い 12 細胞を
Non-IRC-B とし、この二つのグループについて、各電流を細胞型間で比較した。
これらの外向き整流性電流の大きさは、Non-IRC-A で 760±572 pA（n = 4）、
Non-IRC-B で 419±277 pA（n = 12）であった。Non-IRC-A と Non-IRC-B の外
向き整流性電流の大きさに有意差はなく、他の細胞型より有意に小さかった（図
3-12 A、ANOVA、p<0.0001；シェフェの多重比較、Ⅱ型細胞 対 Non-IRC-A：
p=0.0031、Ⅱ型細胞 対 Non-IRC-B：p<0.0001、Ⅲ型細胞 対 Non-IRC-A：
p=0.0010、Ⅲ型細胞 対 Non-IRC-B：p<0.0001、Non-IRC-A 対 Non-IRC-B：
p=0.50）。 
TEA-sensitive 電流の大きさは、Non-IRC-A で 222±372 pA（n = 4）、
Non-IRC-B で 366±256 pA（n = 12）であった。Non-IRC-A および Non-IRC-B の
TEA-sensitive 電流は、Ⅲ型細胞より有意に小さかった（図 3-12 B、ANOVA、
p<0.0001；シェフェの多重比較、Ⅱ型細胞 対 Non-IRC-A：p=0.89、Ⅱ型細胞 対 
Non-IRC-B：p=0.99、Ⅲ型細胞 対 Non-IRC-A：p<0.0001、Ⅲ型細胞 対 
Non-IRC-B：p<0.0001、Non-IRC-A 対 Non-IRC-B：p=0.88）。また、Non-IRC-B
の外向き整流性電流に対する TEA-sensitive 電流の割合は、Ⅱ型細胞と
Non-IRC-A より有意に多かった（図 3-12 D、ANOVA、p<0.0001；シェフェの多
重比較、Ⅱ型細胞 対 Non-IRC-A：p=0.99、Ⅱ型細胞 対 Non-IRC-B：p<0.0001、
Ⅲ型細胞 対 Non-IRC-A：p<0.0001、Ⅲ型細胞 対 Non-IRC-B：p=0.95、
Non-IRC-A 対 Non-IRC-B：p<0.0001）。	  
TEA-insensitive 電流の大きさは、Non-IRC-A で 538±264 pA（n = 4）、
Non-IRC-B で 53±51 pA（n = 12）であった。Non-IRC-A の TEA-insensitive 電
流は、Non-IRC-B より有意に大きく、Ⅱ型細胞より有意に小さかった（図 3-12 C、
ANOVA、p<0.0001；シェフェの多重比較、Ⅱ型細胞 対 Non-IRC-A：p=0.00020、
Ⅱ型細胞 対 Non-IRC-B：p<0.0001、Ⅲ型細胞 対 Non-IRC-A：p=0.13、Ⅲ型細
胞 対 Non-IRC-B：p=0.95、Non-IRC-A 対 Non-IRC-B：p=0.026）。また、
Non-IRC-A の外向き整流性電流に対する TEA-insensitive 電流の割合は、Ⅲ型細
胞と Non-IRC-B より有意に多かった（図 3-12 E、ANOVA、p<0.0001；シェフェ
の多重比較、Ⅱ型細胞 対 Non-IRC-A：p=0.99、Ⅱ型細胞 対 Non-IRC-B：
p<0.0001、Ⅲ型細胞 対 Non-IRC-A：p<0.0001、Ⅲ型細胞 対 Non-IRC-B：p=0.95、
Non-IRC-A 対 Non-IRC-B：p<0.0001）。これらの結果から、Non-IRC-A はⅡ型
細胞、Non-IRC-B はⅢ型細胞と TEA に対する感受性が似ており、Non-IRC を分
類できることがわかった。 
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図 3-12	 Non-IRC-A および Non-IRC-B の外向き整流性電流の大きさ（平均値±
S.D.）および 10 mM TEA に対する感受性の比較 
 (A )外向き整流性電流。(B )TEA-sensitive 電流。(C )TEA-insensitive 電流。(D ) 外
向き整流性電流に対する TEA-sensitive 電流の割合。(E ) 外向き整流性電流に対する
TEA-insensitive 電流の割合。 ( )内の数字は細胞数、*は p<0.05、**は p<0.01、***
は p<0.0001（シェフェの多重比較）を示す。Non-IRC-A と Non-IRC-B で、外向き整
流性電流および TEA-sensitive 電流の大きさに有意差はなかった（ANOVA、
p<0.0001）。Non-IRC-A の TEA-insensitive 電流は、Non-IRC-B より有意に大きかっ
た（ANOVA、p<0.0001）。Non-IRC-A の外向き整流性電流に対する TEA-sensitive
電流(D )および TEA-insensitive 電流(E )の割合は、Ⅲ型細胞および Non-IRC-B と有
意差があった（ANOVA、p<0.0001）。 
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各細胞型の TEA-sensitive 電流および TEA-insensitive 電流の電流-電圧曲線を
作成した（図 3-13）。それぞれの電流は、テスト電位が+100 mV 時に生じた電流
で規格化した。その結果、両者間で電位依存性が異なることがわかった。
TEA-sensitive 電流は、どの細胞型も-40 mV より脱分極側で生じ始め、電位の上
昇に伴ってそれぞれの飽和レベルまで増大した（図 3-13 A）。一方、
TEA-insensitive 電流は-50 mV より脱分極側で生じ、Ⅱ型細胞およびⅢ型細胞で
は、内向き電流として生じ始め、その後すぐ逆転し、電位の上昇に伴って単純に増
大した（図 3-13 B）。Non-IRC の TEA-insensitive 電流は、初めから外向き電流
として生じ始め、同様に増大した。 
Non-IRC を前述と同じ 2 つのグループに分け、TEA-insensitive 電流の電流-電
圧曲線を作成した（図 3-14）。その結果、Non-IRC-A の TEA-insensitive 電流は、
Ⅱ型細胞やⅢ型細胞と同じく内向き電流として生じ始めることが分かった。この電
流-電圧曲線から求めた、TEA-insensitive 電流の逆転電位は、Ⅱ型細胞で-4±3 mV
（n = 10）、Ⅲ型細胞で 5±5 mV（n = 6）、Non-IRC-A で-9±6 mV（n = 4）であ
った。Ⅱ型細胞および Non-IRC-A の逆転電位に有意差はなく、Ⅲ型細胞と有意差
があった（ANOVA、p=0.00020；シェフェの多重比較、Ⅱ型細胞 対 Ⅲ型細胞：
p=0.0032、Ⅱ型細胞 対 Non-IRC-A：p=0.15、Ⅲ型細胞 対 Non-IRC-A：
p=0.00030）。 
TEA-sensitive 電流の逆転電位が、本実験条件での K+の平衡電位（-87 mV）に
一致していると仮定して、TEA-sensitive 電流のコンダクタンスを算出した。それ
ぞれのコンダクタンスは、テスト電位が+100 mV 時のコンダクタンスで規格化し、
コンダクタンス-電圧曲線を作成した（図 3-15 A）。TEA-sensitive 電流は不活性化
する電流を含む 2 種類以上のチャネル電流から構成されていると考え、ボルツマ
ン関数によるフィットは行わなかった。 
TEA-insensitive 電流の電流-電圧曲線から得た逆転電位を用いて、
TEA-insensitive 電流のコンダクタンスを算出し、コンダクタンス-電圧曲線を作
成した（図 3-15 B）。それぞれのコンダクタンスは、TEA-sensitive と同様に規格
化した。Ⅱ型細胞および Non-IRC（Non-IRC-A）の規格化したコンダクタンス
（GTEA-insensitive）は、以下のボルツマン関数でフィットした。 
GTEA-insensitive = 1 / (1 + exp ((V 0.5 - V test) / k)) 
V testはテスト電位、V 0.5はコンダクタンスが 0.5 になるときの電位（ミッドポ
イント）、k はスロープファクターを示す。ミッドポイント（V 0.5）は、Ⅱ型細胞
で 6±8 mV（平均値±S.D., n = 10）、Non-IRC-A で 16±8 mV（n = 4）であった。
Ⅱ型細胞と Non-IRC-A で V 0.5に有意差はなかった（F-検定、p=0.53；t-検定、
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p=0.067）。また、スロープファクター（k）は、Ⅱ型細胞で 16±3 mV（n = 10）、
Non-IRC-A で 18±1 mV（n = 4）であった。Ⅱ型細胞と Non-IRC-A で k に有意
差はなかった（F-検定、p=0.15；t-検定、p=0.21）。Ⅲ型細胞の TEA-insensitive
電流のコンダクタンスは、1 種類のチャネルによるものではないと考え、カーブフ
ィットは行わなかった。 
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図 3-13	 TEA-sensitive 電流(A )および TEA-insensitive 電流(B )の電流-電圧曲
線（平均値±S.D.） 
 TEA-sensitive 電流(A )は、電位の上昇に伴って増大するが、+30 mV より脱分極
側で飽和する傾向がある。Ⅱ型およびⅢ型細胞の TEA-insensitive 電流(B )は、内向き
電流として生じ始める。細胞型に関わらず、電位の上昇に伴って増大する。○はⅡ型
細胞、△はⅢ型細胞、●は Non-IRC、挿入図は閾値付近の拡大図。測定細胞数は、Ⅱ
型細胞（A：6、B：10）、Ⅲ型細胞：6、Non-IRC（A：13、B：12）。S.D.、Ⅲ型細胞
（△）は下方の横棒、TEA-insensitive 電流(B )のⅡ型細胞（○）は下向き。 
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図 3-14	 Non-IRC-A（●）および Non-IRC-B （■）の TEA-insensitive 電流
の電流-電圧曲線（平均値±S.D.） 
TEA に対する感受性の違いにより、Non-IRC を 2 つのグループに分けた。○はⅡ
型細胞、△はⅢ型細胞、挿入図はⅡ型細胞、Non-IRC-A および B の閾値付近の拡大図。
測定細胞数は、Ⅱ型細胞：10、Ⅲ型細胞：6、Non-IRC-A：4、Non-IRC-B：8。S.D.、
Ⅲ型細胞は下方の横棒、Ⅱ型細胞は下向き、Non-IRC-A は上方の横棒。Ⅱ型細胞、Ⅲ
型細胞および Non-IRC-A は内向き電流として生じ始める。その後、細胞型に関わらず、
電位の上昇に伴って増大する。 
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図 3-15	  TEA-sensitive電流(A )および TEA-insensitive電流(B )のコンダクタ
ンス-電圧曲線（平均値±S.D.） 
TEA-insensitive 電流(B )のⅡ型細胞（太線）および Non-IRC（Non-IRC-A、点線）
はボルツマン関数でフィットした（本文参照）。相関係数は、どちらも 0.99 以上。○
はⅡ型細胞、△はⅢ型細胞、●は Non-IRC、測定細胞数は、Ⅱ型細胞（A：6、B：10）、
Ⅲ型細胞：6、Non-IRC（A：13、B：4）。 
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テール電流 
染色性の判明した 32 細胞全て、テール電流を生成した（図 3-5 C）。テール電流
の大きさは、全細胞で-360±563 pA（平均値±S.D., n = 32）、Ⅱ型細胞で-1009±
622 pA（n =10）、Ⅲ型細胞で-20±7 pA（n = 6）、Non-IRC で-82±114 pA（n = 16）
であった。Ⅱ型細胞のテール電流の大きさは、他の細胞型よりも有意に大きかった
（図 3-16 A、ANOVA、p<0.0001；シェフェの多重比較、Ⅱ型細胞 対 Ⅲ型細胞：
p<0.0001、Ⅱ型細胞 対 Non-IRC：p<0.0001、Ⅲ型細胞 対 Non-IRC：p=0.00030）。 
先に示した Non-IRC-A（外向き電流の TEA に対する感受性が低い 4 細胞、図
3-12）は、Non-IRC-B より大きなテール電流を発生したが、有意差はなかった
（Non-IRC-A で-260±92 pA（n = 4）、Non-IRC-B で-22±8 pA（n = 12））。
Non-IRC-A および Non-IRC-B のテール電流の大きさは、Ⅱ型細胞より有意に小
さかった。Non-IRC-A のテール電流の大きさは、Ⅲ型細胞より大きかったが、有
意差はなかった（図 3-16 B、ANOVA、p<0.0001；シェフェの多重比較、Ⅱ型細
胞 対 Ⅲ型細胞：p=0.00010、Ⅱ型細胞 対 Non-IRC-A：p=0.013、Ⅱ型細胞 対 
Non-IRC-B：p<0.0001、Non-IRC-A 対 Ⅲ型細胞：p=0.77、Non-IRC-A 対 
Non-IRC-B：p=0.72、Ⅲ型細胞 対 Non-IRC-B：p<0.0001）。 
全てのⅡ型細胞と Non-IRC-A のテール電流について、電流-電圧曲線を作成した
（図 3-16 C）。電流は、直前のテスト電位が+100 mV 時に生じたテール電流で規
格化し、直前の各テスト電位でプロットした。両者のテール電流は、電位の上昇に
伴って増大し、よく似た電位依存性を示した。 
テール電流の逆転電位  
Ⅱ型細胞 3 細胞と Non-IRC 2 細胞について、テール電流の逆転電位を推測した
（図 3-17）。電流の測定は、図 3-5 に示した 32 細胞と異なる細胞で行い、1 µM TTX
および 10 mM TEA 存在下で行った。保持電位-70 mV から、50 ms 間+100 mV
に電位固定後、+90 mV から-100 mV まで 10 mV ステップで、それぞれ 10 ms ず
つ膜電位を変化させて電流を記録した（図 3-17 A,B）。テスト電位に固定開始後、
2.5 ms 時に生じた電流からリーク電流を除き、各テスト電位でプロットした。そ
して、-30 mV から+40 mV で生じた電流を直線回帰し、テール電流の逆転電位を
求めた（図 3-17 C）。Ⅱ型細胞の逆転電位は、-3±2 mV（n = 3）、Non-IRC は、
-5 mV と-1 mV であった。これらの逆転電位は、先に示した TEA-insensitive 電
流の逆転電位と近かった。 
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図 3-16	 各細胞型におけるテール電流の比較（平均値±S.D.） 
(A )Ⅱ型、Ⅲ型、Non-IRC の比較。テール電流は、Ⅱ型細胞で有意に大きかった
（ANOVA、p<0.0001）。(B )Non-IRC を Non-IRC-A と Non-IRC-B に分けたときの
比較。Non-IRC-A と Non-IRC-B で、テール電流の大きさに有意差はなかった。 ( )
内の数字は細胞数、*は p<0.05、**は p<0.01、***は p<0.0001（シェフェの多重比較）
を示す。 (C )Ⅱ型細胞（○）および Non-IRC-A（●）におけるテール電流の電流-
電圧曲線。横軸は直前のテスト電位、測定細胞数は、Ⅱ型細胞：10、Non-IRC-A：4。 
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図 3-17	 テール電流の逆転電位	 
(A )実験プロトコル。50 ms 間、+100 mV に電位固定後、+90 mV から-100 mV、
10 mV ステップ、10 ms 間テスト電位に固定。保持電位は-70 mV。(B )A のプロトコ
ルを用いて測定した電流。1 µM TTX および 10 mM TEA 存在下で測定。(C )テスト電
位開始後、2.5 ms 時の電流-電圧関係。-30 mV から+40 mV のテスト電位で電流をプ
ロットした。○はⅡ型細胞、●は Non-IRC、アローヘッドは Non-IRC がⅡ型細胞と
重なっていることを示す。それぞれ電流を直線回帰し、逆転電位を求めた。Ⅱ型細胞
は、-3±2 mV（n = 3）、Non-IRC は、-5 mV と-1 mV であった。 
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内向き整流性電流およびその他の電気的性質 
染色性の判明した 32 細胞全て、内向き整流性電流を生成した（図 3-5 D）。その
中で、最も大きい電流と最も小さい電流を生成した細胞は、いずれも Non-IRC で
あった。内向き整流性電流の大きさは、全細胞で-97±68 pA（平均値±S.D., n = 
32）、Ⅱ型細胞で-131±68 pA（n = 10）、Ⅲ型細胞で-104±33 pA（n = 6）、Non-IRC
で-73±70 pA（n = 16）であった。Non-IRC の内向き整流性電流は、他の細胞型
より小さい傾向にあったが、統計的な有意差はなかった（図 3-18 A、ANOVA、
p=0.098）。 
各細胞のリークコンダクタンスを測定した（図 3-5 E）。最も大きいコンダクタ
ンスと最も小さいコンダクタンスを持つ細胞は、いずれも Non-IRC であった。リ
ークコンダクタンスの大きさは、全細胞で 1.1±0.9 nS（n = 32）、Ⅱ型細胞で 1.4
±1.0 nS（n = 10）、Ⅲ型細胞で 0.6±0.4 nS（n = 6）、Non-IRC で 1.1±1.0 nS（n 
= 16）であった。Ⅲ型細胞のリークコンダクタンスは、他の細胞型より小さい傾向
にあったが、統計的な有意差はなかった（図 3-18 B、ANOVA、p=0.29）。 
pCLAMP 付属の Membrane Test を用いて各細胞の膜容量を測定した（図 3-5 
F）。未測定の細胞を除いて、最も大きい膜容量と最も小さい膜容量を持つ細胞は、
いずれも Non-IRC であった。膜容量の大きさは、全細胞で 7.8±2.2 pF（n = 26）、
Ⅱ型細胞で 8.5±1.7 pF（n = 8）、Ⅲ型細胞で 7.3±1.2 pF（n = 6）、Non-IRC で
7.5±2.9 pF（n = 12）であった。細胞型間で、膜容量の大きさに有意差はなかっ
た（図 3-18 C、ANOVA、p=0.60）。 
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図 3-18 各細胞型における内向き整流性電流、リークコンダクタンスおよび膜容
量の比較（平均値±S.D.） 
 (A ) 内向き整流性電流。(B ) リークコンダクタンス。(C ) 膜容量。( )内の数字は
細胞数を示す。内向き整流性電流(A )、リークコンダクタンス(B )および膜容量(C )は、
細胞型間で有意差はなかった（内向き整流性電流：ANOVA、p=0.098、リークコンダ
クタンス：ANOVA、p=0.29、膜容量：ANOVA、p=0.60）。 
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細胞型と電流密度の関係 
測定した各種電流（Na+電流、TTX-sensitive 電流、TTX-resistant 電流、外向
き整流性電流、TEA-sensitive 電流、TEA-insensitive 電流、テール電流、内向き
整流性電流）およびリークコンダクタンスを密度として算出し、細胞型間で比較し
た。電流（コンダクタンス）密度は、各種電流およびリークコンダクタンスを、測
定した膜容量（pF）で割り、膜容量あたりの電流（コンダクタンス）として算出
した。そして、細胞型ごとに平均値と S.D.を求めた。ただし、Ⅱ型細胞 2 細胞と
Non-IRC4 細胞は膜容量を測定していないため対象から除いた。比較の結果、Na+
電流密度は、Ⅱ型細胞とⅢ型細胞の間で有意差がなく、Non-IRC より有意に高か
った（図 3-19 A、ANOVA、p=0.00027；シェフェの多重比較、Ⅱ型細胞 対 Ⅲ型
細胞：p=0.97、Ⅱ型細胞 対 Non-IRC：p=0.0018、Ⅲ型細胞 対 Non-IRC：
p=0.0023）。 
TTX-sensitive 電流密度は、Na+電流密度と同様にⅡ型細胞およびⅢ型細胞で
Non-IRC より有意に高かった（図 3-19 B、ANOVA、p=0.00072；シェフェの多
重比較、Ⅱ型細胞 対 Ⅲ型細胞：p=0.86、Ⅱ型細胞 対 Non-IRC：p=0.0017、Ⅲ
型細胞 対 Non-IRC：p=0.016）。また、TTX-resistant 電流密度は、Ⅲ型細胞で
他の細胞型よりも有意に高かった（図 3-19 C、ANOVA、p<0.0001；シェフェの
多重比較、Ⅱ型細胞 対 Ⅲ型細胞：p<0.0001、Ⅱ型細胞 対 Non-IRC：p=0.98、
Ⅲ型細胞 対 Non-IRC：p<0.0001）。 
外向き整流性電流密度は、Ⅱ型細胞およびⅢ型細胞で Non-IRC より有意に高か
った（図 3-19 D、ANOVA、p<0.0001；シェフェの多重比較、Ⅱ型細胞 対 Ⅲ型
細胞：p=0.059、Ⅱ型細胞 対 Non-IRC：p<0.0001、Ⅲ型細胞 対 Non-IRC：
p<0.0001）。TEA-sensitive 電流密度は、Ⅲ型細胞で他の細胞型よりも有意に高か
った（図 3-19 E、ANOVA、p<0.0001；シェフェの多重比較、Ⅱ型細胞 対 Ⅲ型
細胞：p<0.0001、Ⅱ型細胞 対 Non-IRC：p=0.99、Ⅲ型細胞 対 Non-IRC：
p<0.0001）。また、TEA-insensitive 電流密度は、Ⅱ型細胞で他の細胞型よりも有
意に高かった（図 3-19 F、ANOVA、p<0.0001；シェフェの多重比較、Ⅱ型細胞 対 
Ⅲ型細胞：p<0.0001、Ⅱ型細胞 対 Non-IRC：p<0.0001、Ⅲ型細胞 対 Non-IRC：
p=0.90）。 
テール電流密度は、Ⅱ型細胞で他の細胞型よりも有意に高かった（図 3-20 A、
ANOVA、p<0.0001；シェフェの多重比較、Ⅱ型細胞 対 Ⅲ型細胞：p=0.0007、
Ⅱ型細胞 対 Non-IRC：p=0.0003、Ⅲ型細胞 対 Non-IRC：p=0.92）。内向き整
流性電流密度およびリークコンダクタンス密度は、細胞型間で有意差はなかった
（図 3-20 B,C、ANOVA、内向き整流性電流密度：p=0.57；リークコンダクタン
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ス密度：p=0.36）。これらの細胞型間での電流密度の大小関係性は、電流平均値の
比較（図 3-7、3-11、3-16、3-18）と同様であった。これらの結果は、細胞型間ま
たは細胞間で膜容量に大きな差がないことに起因している。すなわち、それぞれの
細胞が細胞型固有の密度で、同じ電位依存性チャネルを発現していることを示唆し
ている。 
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図 3-19	 各細胞型における電流密度の比較（平均値±S.D.）① 
（A ）Na+電流密度。（B )TTX-sensitive 電流密度。（C )TTX-resistant 電流密度。
（D ）外向き整流性電流密度。（E ）TEA-sensitive 電流密度。（F ）TEA-insensitive
電流密度。( )内の数字は細胞数、*は p<0.05、**は p<0.01、***は p<0.0001（シェフ
ェの多重比較）を示す。細胞型間の電流密度の大小関係性は、電流平均値の比較（図
3-7,3-11）と同様であった。 
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図 3-20	 各細胞型における電流密度の比較（平均値±S.D.）② 
（A ）テール電流密度。（B )内向き整流性電流密度。（C )リークコンダクタンス密
度。 ( )内の数字は細胞数、**は p<0.01（シェフェの多重比較）を示す。細胞型間の
電流（コンダクタンス）密度の大小関係性は、電流平均値の比較（図 3-16,3-18）と同
様であった。 
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各細胞型の電気生理学的性質（まとめ） 
本研究で明らかになった、各細胞型で発生する電位依存性電流とその薬理学的性
質およびその他の電気生理学的性質の細胞型間の比較を表にまとめた（表 3-1）。 
表 3-1 電気生理学的性質の細胞型間の比較 
 Ⅱ型細胞 Ⅲ型細胞 Non-IRC 
Na+電流 ＋＋＋ ＋＋＋ ＋ 
TTX-sensitive 電流 ＋＋＋ ＋＋＋ ＋ 
TTX-resistant 電流 ＋ ＋＋＋ ＋ 
外向き整流性電流 ＋＋＋ ＋＋＋ ＋ 
TEA-sensitive 電流 ＋ ＋＋＋ ＋ 
TEA-insensitive 電流 ＋＋＋ ＋ ＋ 
テール電流 ＋＋＋ ＋ ＋ 
内向き整流性電流 ＋ ＋ ＋ 
リークコンダクタンス ＋ ＋ ＋ 
膜容量 ＋ ＋ ＋ 
＋＋＋は＋より有意に大きいことを示す。＋の数が同じ場合は有意差なしを示す。 
 
また、発生した電位依存性電流とその薬理学的性質を基に、Non-IRC（16 細胞）
を、Non-IRC-A（4 細胞）、Non-IRC-B（10 細胞）、Non-IRC-C（2 細胞）の 3 つ
のタイプに分類できることがわかった（表 3-2）。 
表 3-2 電位依存性電流の特徴を基にした Non-IRC の分類 
 Na+電流 外向き整流性電流 テール電流 
Non-IRC-A ＋ 
主な成分は
TEA-insensitive 電流 大きい 
Non-IRC-B ＋ 
主な成分は
TEA-sensitive 電流 非常に小さい 
Non-IRC-C 
－ 
（Na+電流なし） 
主な成分は
TEA-sensitive 電流 非常に小さい 
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第四章	 味蕾細胞の電気生理学的性質と 
生理的機能との関係 
 
 
 
 
本研究で明らかになった味蕾細胞の電気生理学的性質と各細胞型における生理
的機能との関連を考察する。 
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4-1	 これまでに報告された電気生理学的細胞型との比
較  
本研究の結果、32 細胞の味蕾細胞について、電気生理学的性質と免疫染色性を
調べることに成功した。測定した 32 細胞のうち、10 細胞はⅡ型細胞、6 細胞はⅢ
型細胞で、残りの 16 細胞は Non-IRC であった。 
電気生理学的測定の結果、Ⅱ型細胞は大きな Na+電流、大きな外向き電流（主
に TEA-insensitive 電流）および大きなテール電流を発生すること、Ⅲ型細胞は大
きな Na+電流、大きな外向き電流（主に TEA-sensitive 電流）および非常に小さ
いテール電流を発生することがわかった。Non-IRC は 3 つのタイプ(Non-IRC-A、
Non-IRC-B 、Non-IRC-C)に分類できることがわかった。Non-IRC-A は、Na+電
流、外向き電流（主に TEA-insensitive 電流）および大きなテール電流を発生する
細胞、Non-IRC-B は、Na+電流および外向き電流（主に TEA-sensitive 電流）お
よび非常に小さいテール電流を発生する細胞、そして Non-IRC-C は、Na+電流を
持たず、外向き電流（主に TEA-sensitive 電流）および非常に小さいテール電流
を発生する細胞である。いずれの細胞型も内向き整流性電流を発生し、各細胞型の
リークコンダクタンスや膜容量に有意差はないことがわかった。 
味蕾細胞は微細構造の違いによりⅠ-Ⅳ型の 4 種類に分類されている。これら 4
種類の細胞型は、それぞれ異なる生理的機能を発現すると考えられ、その機能に対
応した電気生理学的性質を持つと予想された。その結果、電位依存性電流を基にし
た細胞の分類や細胞型と電気生理学的性質を関連づける研究が行われるようにな
った。 
野口らは、マウス軟口蓋味蕾細胞を電気生理学的特性により、HEX（Highly 
Excitable、高い興奮性）、LEX（Less Excitable、低い興奮性）、NEX（Non Excitable、
興奮性なし）の 3 つのタイプに分類した（Noguchi et al., 2003）。表 4-1 に 3 タイ
プの電気生理学的特性をまとめた。本研究で明らかになった電気生理学的性質と比
較すると、HEX タイプはⅡ型細胞、Ⅲ型細胞および Non-IRC のすべての細胞型
を含んでいると考えた。また、LEX タイプおよび NEX タイプは Non-IRC に属し
ていると考えた。彼らは LEX タイプの膜容量は、他の 2 タイプ（HEX、NEX）
より有意に大きいと報告している。この結果によると、Non-IRC（LEX タイプ）
はⅡ型細胞およびⅢ型細胞（HEX タイプ）より膜容量が大きいことになる。しか
し、本研究で膜容量に有意差はなかった（図 3-18 C）。この相違は、軟口蓋味蕾と
茸状乳頭味蕾の細胞の違いによるものだと考えた。 
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表 4-1	 野口らの電気生理学的分類	 
細胞型 Na+電流 外向き電流 膜容量 
HEX ＋（大きい） ＋（大きい） 小さい 
LEX ＋（小さい） ＋ 大きい 
NEX － ＋ 小さい 
 
Medler らは、マウス有郭乳頭および葉状乳頭から単離した味蕾細胞の電気生理
学的性質と免疫染色性を関連づけた（Medler et al., 2003）。本研究で示した電位
依存性電流の大きさは、彼らが示した各細胞型の電位依存性電流（表 4-2）より皆
大きい傾向にあることがわかった。また、本研究では、Ⅱ型細胞および一部の
Non-IRC において大きな TEA-insensitive 電流やテール電流を観測したが（図 3-5 
B,C）、彼らの研究では示されなかった。これらの相違は、標本または実験方法が
異なることによって生じたと考えられる。彼らは単離した味蕾細胞で免疫染色を行
った後、電流を記録した。つまり、細胞には大きな損傷があると予想され、免疫染
色が電流を生成するチャネルに影響を及ぼした可能性がある。細胞膜にあるチャネ
ルが損傷または機能を失ったことで、本研究結果より電流が小さくなり、また、
TEA-insensitive 電流やテール電流が観測されなかったと考えた。彼らが分類した
Ⅰ型細胞およびⅡ型細胞には、Na+電流を持たない細胞が多数存在した。これらの
細胞は、生成する電流が小さすぎて測定できなかったのかもしれない。 
表 4-2	  Medler らの免疫性による分類と各電位依存性電流の大きさ	 
細胞型 Na+電流(pA)* 外向き K+電流(pA) * Ca2+電流 
Ⅰ型（antigen H 陽性） -166.6±29.2 665.7±101 － 
Ⅱ型（gustducin） -286.6±38.9 847.5±80.7 － 
Ⅱ型（antigen A 陽性） 
Ca2+電流なし 
-322.2±71.8 735.9±99.1 － 
Ⅱ型（antigen A 陽性） 
Ca2+電流あり 
-606.9±48.2 1715.4±149.9 + 
Ⅲ型（NCAM 陽性） -536.1±46.3 1467.3±145.1 + 
＊平均値±S.E.、Na+電流はピーク値、外向き K+電流はテスト電位+60 mV で測定。 
 
Romanov らは、単離したマウス味蕾細胞を電気生理学的特性により A、B、C
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の 3 つのタイプに細胞を分類した（表 4-3、Romanov et al., 2006）。本研究結果と
比較すると、A タイプはⅡ型細胞、 B タイプはⅢ型細胞、C タイプは Non-IRC
に属すると考えた。 
表 4-3	 Romanov らの電気生理学的分類	 
細胞型 Na+電流 外向き電流 
（K+チャネルの寄与） 
Ca2+電流 テール電流 
A ＋ ＋（小さい） － ＋（大きい） 
B ＋ ＋（大きい） ＋ ＋（非常に小さい） 
C － ＋（大きい） － － 
 
Romanov らは、分類した 3 タイプの細胞型を、ガストデューシン（Ⅱ型細胞サ
ブタイプのマーカー）遺伝子に GFP 遺伝子を導入した遺伝子組み換えマウスを用
いた実験の結果、GFP 陽性細胞（Ⅱ型細胞サブタイプ）の全てが A タイプであっ
たこと、PCR 法などの実験により PLCβ2 や TRPM5 が A タイプから検出された
ことから（Romanov et al., 2007）、A タイプはⅡ型細胞と考えた。また、B タイ
プのみ Ca2+チャネルの活性が観測されたことから（Romanov et al., 2006）、B タ
イプはⅢ型細胞と考えた。C タイプは Na+電流を持たない細胞なので、Ⅰ型細胞と
考えた。すなわち、彼らが考えるⅡ型細胞の電気生理学的性質は、Na+電流、外向
き電流（K+チャネルの寄与が小さい）および大きなテール電流を持ち、Ca2+電流
を持たない細胞で、Ⅲ型細胞は Na+電流、外向き電流（K+チャネルの寄与が大き
い）および Ca2+電流を持ち、非常に小さいテール電流を持つ細胞であると考えた。
本研究で測定していない Ca2+電流については議論できないが、本結果と彼らが考
えるⅡ型細胞およびⅢ型細胞の電気生理学的性質は一致していた。 
しかしながら、本研究で観測した Non-IRC には、Romanov たちの A タイプお
よび B タイプが混じっていた。彼らは IP3R3（Ⅱ型細胞マーカー）や SNAP-25（Ⅲ
型細胞マーカー）を用いた免疫染色は行っていない。また、茸状乳頭味蕾では、ガ
ストデューシンを発現していないⅡ型細胞サブタイプがⅡ型細胞の〜40％を占め
るという報告がある（Ohtubo and Yoshii, 2011）。よって、A タイプの細胞はガス
トデューシンを発現していないⅡ型細胞や Non-IRC を含むと考えた。また、B タ
イプも Non-IRC を含むと考えた。 
Medlerが属するKinnamonらの研究グループが考えるⅡ型細胞はNa+電流およ
び外向き K+電流を持ち、Ⅲ型細胞は Na+電流、外向き K+電流および Ca2+電流を
持つ細胞で、Ⅰ型細胞は Romanov らと同様、Na+電流を持たない、外向き電流の
みを持つ細胞である（Medler et al., 2003; Clapp et al., 2006; Vandenbeuch et al., 
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2010）。彼らは本研究結果や Romanov らと異なり、Ⅱ型細胞の TEA-insensitive
電流やテール電流は指摘していない。したがって、本研究結果と彼らが考えるⅡ型
細胞の電気生理学的性質は、大きく異なることがわかった。 
本研究で測定した Non-IRC は、電気生理学的性質により 3 つのタイプに分類す
ることができた。Non-IRC は本研究で免疫染色を行わなかったⅠ型細胞を多く含
んでいると考えられる。したがって本研究結果は、Romanov や Kinnamon らの研
究グループが示さなかったⅠ型細胞サブタイプの存在を示唆している。Non-IRC
については、以下で考察する。 
4-2	 Non-IRC の細胞型  
本研究では、免疫染色法によって電気生理学的性質を調べた細胞の細胞型を同定
した。測定に成功した 32 細胞の半分にあたる 16 細胞は、Ⅱ型細胞で発現する
IP3R3 とⅢ型細胞で発現する SNAP-25 のどちらの染色性も示さなかった
（Non-IRC、図 2-8）。この結果は、16 細胞に IP3R3 や SNAP-25 が発現していな
いことを示している。つまり、Ⅱ型またはⅢ型細胞ではないと考えられる。しかし、
免疫染色性を示さない（IP3R3 や SNAP-25 を発現していない）Ⅱ型、Ⅲ型細胞が、
16 細胞中に含まれているかもしれない。 
Ⅰ～Ⅲ型細胞は細胞体から細長い突起を伸ばしており、Ⅳ型細胞は球形で突起を
持たない。バイオサイチンの染色による細胞形態の観察結果から、Non-IRC の 16
細胞全ての細胞体から細長い突起を伸ばしていることを確認した（図 2-8 A）。こ
れは、16 細胞にⅣ型細胞が含まれていないことを示している。言い換えると、本
研究ではⅣ型細胞を測定することができなかった。味蕾内でⅣ型細胞は基底部に存
在するため、舌上皮を剥離する段階で抜け落ちてしまい、測定できなかった可能性
がある。 
ホールセルパッチクランプ法による電気生理学的測定の結果から、Non-IRC の
Na+電流と外向き整流性電流の大きさが、Ⅱ型およびⅢ型細胞より有意に小さいこ
とがわかった（図 3-7 A、3-11 A）。また、16 細胞中 2 細胞は Na+電流を生成しな
かった（図 2-5 A）。単離味蕾細胞を用いた研究では、Ⅰ型細胞は Na+電流を生成
せず外向き電流のみ生成する、または小さな Na+電流や外向き電流を生成すると
いう報告がある（Medler et al., 2003; Romanov et al., 2006）。したがって、本研
究で測定した Non-IRC の大多数は、Ⅰ型細胞かもしれない。しかし、一部の
Non-IRC は、Ⅱ型細胞やⅢ型細胞と同程度の Na+電流または外向き整流性電流を
生成することがわかった（図 2-5 A、B）。それらの Non-IRC には、免疫染色性を
示さないⅡ型またはⅢ型細胞が含まれているかもしれない。 
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4-3	 標本選択の作為性  
本研究で測定に成功した各細胞型の割合は、Ⅱ型：Ⅲ型：その他＝2：1：3 であ
った。大坪らは、本研究と同様、剥離舌上皮標本を用いて、各細胞型の割合を組織
化学的に測定した（Ohtubo and Yoshii, 2011）。その結果は、Ⅱ型：Ⅲ型：その他
＝5：1：13 であった。彼らの結果は、無傷な味蕾が持つ各細胞型の比率を示して
いる。この細胞型の比率は、本研究結果と一致しなかった。すなわち本研究では、
本来の割合より、Ⅱ型細胞を〜0.4 倍、その他の型を〜0.2 倍選択的に測定してい
る、つまりⅢ型細胞を本来の割合より多く選んで測定していることがわかった。 
本研究では、物理的に電気生理学的測定が可能な細胞を選んでいる。つまり、電
気生理学的測定に不可欠なギガオームシールを作成するため、味蕾細胞基底膜にゴ
ミや凹凸のないきれいな細胞を選ぶ必要があった。また、味蕾の奥深くに位置する
細胞（味孔よりにある細胞）より、味蕾基底部に細胞体を持つ細胞を選ぶ傾向があ
った。すなわち、Ⅲ型細胞はきれいな細胞膜を持つか、味蕾基底部に細胞体を持ち、
その他の型は細胞膜が電気生理学的測定に不向きか、細胞体が味孔よりにあると考
えた。 
このような標本選択の作為性は、測定する各細胞型の電位依存性電流に影響する
だろうか。本研究では、本来の割合より多くのⅢ型細胞を選んでいた。もしかする
と、電気生理学的測定に向いているサブタイプ、向いていないサブタイプがあるか
もしれない。このようなサブタイプがあったとしても、測定出来なかったサブタイ
プがあるというだけで，測定出来たサブタイプの性質には影響しない。しかし、本
研究がすべてのサブタイプを測定していないという可能性を忘れてはいけない。 
これらの標本選択の作為性は、単離細胞を標本に用いても、解決できるとは思え
ない。すでに述べたように、細胞を単離する過程で味蕾細胞はより過酷な処理を受
ける。したがって、単離細胞を用いた研究では、過酷な処理に耐えた細胞を選んで
いること、あるいは単離されやすい細胞を選んでいることになる。このように、標
本選択にはどうしても作為性が生まれ、除くことが困難である。重要なことは、こ
のような作為性の存在を認識することであり、本研究結果が示す細胞の電気生理学
的性質は、各細胞型の性質を反映していると結論して良い。 
4-4	 各電気生理学的性質の関係  
測定した各種電流（Na+電流、TTX-sensitive 電流、TTX-resistant 電流、外向
き整流性電流、TEA-sensitive 電流、TEA-insensitive 電流、テール電流、内向き
整流性電流）の間に相関があるか否か、それぞれ全細胞（32 細胞）、Ⅱ型細胞（10
 81 
細胞）、Ⅲ型細胞（6 細胞）および Non-IRC（16 細胞）で調べた（図 4-1～7）。各
パラメータは、図 3-5（免疫染色性により分類した細胞の電流の大きさ、リークコ
ンダクタンス、膜容量および細胞表面積の大きさ）の値をそれぞれ用いた。 
平均から大きく離れたデータは、相関係数に大きな影響を与えることがある。正
確な評価をするため、例数の少ない各細胞型ではデータ数（細胞数）を 1 つ削除
して相関係数の変化を確認した。相関係数が大きく変化する場合（0.2 または 0.3
以上相関係数が変化した場合）は議論の対象から除いた。その結果、全細胞および
各細胞型の Na+電流と TTX-sensitive 電流の間で、有意な強い相関があった（図 
4-1 A、無相関検定、全細胞（相関係数（r）= 0.99、n = 32）,Ⅱ型細胞（r = 0.99、
n = 10）,Non-IRC（r = 1.0、n = 16）：p<0.0001、Ⅲ型細胞（r = 0.94、n = 6）：
p=0.0053）。この結果は、Na+電流に占める TTX-sensitive 電流の大きさが細胞型
に関係なく大きいことを示している。 
全細胞の、Na+電流と外向き整流性電流の間（図 4-2 A、r = 0.74、n = 32）お
よび TTX-sensitive 電流と外向き整流性電流の間（図 4-4 A、r = 0.71、n = 32）
で、それぞれ有意な強い相関があった（無相関検定、p<0.0001）。この結果は、大
きな Na+電流（TTX-sensitive 電流）を生成する細胞ほど、大きな外向き整流性電
流を生成することを示している。つまり、Na+チャネルの発現数に応じて、外向き
整流性電流を生成するチャネルの発現数が決まること､あるいはその逆となること
を示唆している。 
Ⅲ型細胞の外向き整流性電流と TEA-sensitive 電流の間で、有意な強い相関が
あった（図 4-4 C、r = 1.0、n = 6、無相関検定、p<0.0001）。この結果は、Ⅲ型
細胞の外向き整流性電流に占める TEA-sensitive 電流が大きいことに対応してい
る。 
Ⅱ型細胞および Non-IRC の TEA-insensitive 電流とテール電流の間で、それぞ
れ有意な強い相関があった（図 4-7 C、無相関検定、Non-IRC（r = 0.96、n = 16）：
p<0.0001、Ⅱ型細胞（r = 0.81、n = 10）：p=0.0045）。この相関は、全細胞におい
ても強く、有意であった（r = 0.92、n = 32、無相関検定、p<0.0001）。この結果
は、生成する TEA-insensitive 電流に応じて、テール電流を生成することを示して
いる。つまり、TEA-insensitive 電流とテール電流を生成するチャネルが同一であ
ることを示唆している。 
その他の電流間には、有意な強い相関はなかった（図 4-1～7）。しかし、全細胞
においては、テール電流と内向き整流性電流の間を除いて、Na+電流、外向き整流
性電流、テール電流および内向き整流性電流それぞれの間で弱いながらも有意な相
関が認められた（図 4-1 D、4-2 A,D、4-5 A,B、4-7 D）。つまり、細胞型全体で比
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較した場合、いずれかの電流が大きいとき、他の電流も大きい傾向にあることがわ
かった。これは、それぞれの電流を生成するチャネルの発現要因が関連しているこ
とを示唆している。 
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図 4-1	 電位依存性電流の相関関係① 
 (A )Na+電流‐TTX-sensitive 電流（全細胞：相関係数 r=0.99、無相関検定、p<0.0001、
○：r=0.99、p<0.0001、△：r=0.94、p=0.0053、×：r=1.00、p<0.0001）。(B ) Na+
電流‐TTX-resistant 電流（全細胞：r=0.28、○：r=0.13、△：r=0.34、×：r=-0.20）。
(C ) TTX-sensitive 電流‐TTX-resistant 電流（全細胞：r=0.15、○：r=0.02、△：r=-0.01、
×：r=-0.27）。(D ) Na+電流‐内向き整流性電流（全細胞：r=0.39、p=0.027、○：r=-0.44、
△：r=-0.16、×：r=0.51）。測定細胞数は、Ⅱ型細胞（○）：10、Ⅲ型細胞（△）：6、
Non-IRC（×）：16。Na+電流‐内向き整流性電流間(D )で、Non-IRC において有意
な相関（p=0.044）を示したが、データを削った結果、相関係数が大きく変化したため
評価しなかった。無相関検定結果(p 値)を上記に示していない電流間の相関は有意でな
いことを示している（無相関検定、p>0.05）。 
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図 4-2	 電位依存性電流の相関関係② 
(A )Na+電流‐外向き整流性電流（全細胞：相関係数 r=0.74、無相関検定、p<0.0001、
○：r=-0.26、△：r=0.51、×：r=0.31）。(B ) Na+電流‐TEA-sensitive 電流（全細胞：
r=0.26、○：r=-0.67、p=0.034、△：r=0.52、×：r=-0.23）。(C ) Na+電流‐TEA-insensitive
電流（全細胞：r=0.62、p=0.00015、○：r=0.21、△：r=-0.39、×：r=0.73）。(D ) Na+
電流‐テール電流（全細胞：r=0.49、p=0.0044、○：r=0.02、△：r=-0.44、×：r=0.67）。
測定細胞数は、Ⅱ型細胞（○）：10、Ⅲ型細胞（△）：6、Non-IRC（×）：16。Na+電
流‐TEA-insensitive 電流間(C )と Na+電流‐テール電流間(D )で、Non-IRC において
有意な相関（C：p=0.0013、D：p=0.0045）を示したが、データを削った結果、相関
係数が大きく変化したため評価しなかった。無相関検定結果(p 値)を上記に示していな
い電流間の相関は有意でないことを示している（無相関検定、p>0.05）。 
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図 4-3	 電位依存性電流の相関関係③ 
 (A )TTX-sensitive 電流‐テール電流（全細胞：相関係数 r=0.53、無相関検定、
p=0.0018、○：r=0.00、△：r=-0.15、×：r=0.68）。(B ) TTX-sensitive 電流‐内向き
整流性電流（全細胞：r=0.40、p=0.023、○：r=-0.40、△：r=-0.33、×：r=0.50）。
(C )TTX-resistant 電流‐テール電流（全細胞：r=-0.23、○：r=0.17、△：r=-0.87、
×：r=-0.33）。(D ) TTX-resistant 電流‐内向き整流性電流（全細胞：r=0.02、○：r=-0.40、
△：r=0.42、×：r=-0.02）。測定細胞数は、Ⅱ型細胞（○）：10、Ⅲ型細胞（△）：6、
Non-IRC（×）：16。TTX-sensitive 電流‐テール電流間(A )と TTX-sensitive 電流‐
内向き整流性電流間(B )で、Non-IRC において有意な相関（A：p=0.0038、B：p=0.049）
を示したが、データを削った結果、相関係数が大きく変化したため評価しなかった。
TTX-resistant 電流‐テール電流間(C )で、Ⅲ型細胞において有意な負の相関
（p=0.024）を示したが、上記と同様評価しなかった。無相関検定結果(p 値)を上記に
示していない電流間の相関は有意でないことを示している（無相関検定、p>0.05）。 
 
 86 
	  
図 4-4	 電位依存性電流の相関関係④ 
(A ) 外向き整流性電流‐TTX-sensitive 電流（全細胞：相関係数 r=0.71、無相関検
定、p<0.0001、○：r=-0.27、△：r=0.73、×：r=0.32）。(B ) 外向き整流性電流‐
TTX-resistant 電流（全細胞：r=0.33、○：r=0.02、△：r=-0.49、×：r=-0.17）。(C ) 
外向き整流性電流‐TEA-sensitive 電流（全細胞：r=0.61、p=0.00021、○：r=0.36、
△：r=1.00、p<0.0001、×：r=0.75）。(D ) 外向き整流性電流‐TEA-insensitive 電流
（全細胞：r=0.58、p=0.00050、○：r=0.76、△：r=-0.63、×：r=0.67）。測定細胞数
は、Ⅱ型細胞（○）：10、Ⅲ型細胞（△）：6、Non-IRC（×）：16。外向き整流性電流
‐TEA-sensitive 電流間(C )で、Non-IRC において有意な相関（p=0.00082）を示した
が、データを削った結果、相関係数が大きく変化したため評価しなかった。外向き整
流性電流‐TEA-insensitive 電流間(D )で、Ⅱ型細胞と Non-IRC において有意な相関
（Ⅱ型細胞：p=0.011、Non-IRC：0.0045）を示したが、上記と同様評価しなかった。
無相関検定結果(p 値)を上記に示していない電流間の相関は有意でないことを示して
いる（無相関検定、p>0.05）。 
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図 4-5	 電位依存性電流の相関関係⑤ 
(A )外向き整流性電流‐テール電流（全細胞：相関係数 r=0.50、無相関検定、p=0.0036、
○：r=0.52、△：r=0.40、×：r=0.53）。(B ) 外向き整流性電流‐内向き整流性電流（全
細胞：r=0.53、p=0.0018、○：r=0.50、△：r=-0.17、×：r=0.62）。(C ) TEA-sensitive
電流‐TTX-sensitive 電流（全細胞：r=0.18、○：r=-0.64、p=0.046、△：r=0.73、×：
r=-0.23）。(D ) TEA-sensitive 電流‐TTX-resistant 電流（全細胞：r=0.64、p<0.0001、
○：r=-0.32、△：r=-0.49、×：r=0.05）。測定細胞数は、Ⅱ型細胞（○）：10、Ⅲ型
細胞（△）：6、Non-IRC（×）：16。外向き整流性電流‐テール電流間(A )と外向き整
流性電流‐内向き整流性電流間(B )で、Non-IRC において有意な相関（A：p=0.035、
B：p=0.010）を示したが、データを削った結果、相関係数が大きく変化したため評価
しなかった。無相関検定結果(p 値)を上記に示していない電流間の相関は有意でないこ
とを示している（無相関検定、p>0.05）。 
 
 88 
 
図 4-6	 電位依存性電流の相関関係⑥ 
 (A ) TEA-sensitive 電流‐TEA-insensitive 電流（全細胞：相関係数 r=-0.29、○：
r=-0.34、△：r=-0.68、×：r=0.02）。(B ) TEA-sensitive 電流‐テール電流（全細胞：
r=-0.31、○：r=-0.41、△：r=0.37、×：r=-0.14）。(C ) TEA-sensitive 電流‐内向き
整流性電流（全細胞：r=0.21、○：r=0.65、△：r=-0.14、×：r=0.35）。(D ) TEA-insensitive
電流‐内向き整流性電流（全細胞：r=0.42、無相関検定、p=0.017、○：r=0.05、△：
r=-0.29、×：r=0.54）。測定細胞数は、Ⅱ型細胞（○）：10、Ⅲ型細胞（△）：6、Non-IRC
（×）：16。TEA-sensitive 電流‐内向き整流性電流間(C )で、Ⅱ型細胞において有意
な相関（p=0.042）を示したが、データを削った結果、相関係数が大きく変化したため
評価しなかった。TEA-insensitive 電流‐内向き整流性電流間(D )で、Non-IRC にお
いて有意な相関（p=0.031）を示したが、上記と同様評価しなかった。無相関検定結果
(p 値)を上記に示していない電流間の相関は有意でないことを示している（無相関検定、
p>0.05）。 
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図 4-7	 電位依存性電流の相関関係⑦ 
 (A ) TEA-insensitive 電流‐TTX-sensitive 電流（全細胞：相関係数 r=0.68、無相
関検定、p<0.0001、○：r=0.18、△：r=-0.53、×：r=0.74）。(B ) TEA-insensitive
電流‐TTX-resistant 電流（全細胞：r=-0.25、○：r=0.24、△：r=0.32、×：r=-0.31）。
(C ) TEA-insensitive 電流‐テール電流（全細胞：r=0.92、p<0.0001、○：r=0.81、
p=0.0045、△：r=0.03、×：r=0.96、p<0.0001）。(D )テール電流‐内向き整流性電流
（全細胞：r=0.24、○：r=-0.21、△：r=-0.46、×：r=0.43）。測定細胞数は、Ⅱ型細
胞（○）：10、Ⅲ型細胞（△）：6、Non-IRC（×）：16。TEA-insensitive 電流‐TTX-sensitive
電流間(A )で、Non-IRC において有意な相関（p=0.0011）を示したが、データを削っ
た結果、相関係数が大きく変化したため評価しなかった。無相関検定結果(p 値)を上記
に示していない電流間の相関は有意でないことを示している（無相関検定、p>0.05）。 
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測定したリークコンダクタンスと各種電流の間に相関があるか否か、それぞれ全
細胞（32 細胞）、Ⅱ型細胞（10 細胞）、Ⅲ型細胞（6 細胞）および Non-IRC（16
細胞）で調べた（図 4-8、4-9）。その結果、Ⅲ型細胞のリークコンダクタンスと
TTX-resistant 電流の間で、有意な強い負の相関があった（図 4-8 C、r = -0.89、
n = 6、無相関検定、p=0.018）。この結果は、Ⅲ型細胞において、リークコンダク
タンスの大きい細胞ほど、TTX-resistant 電流が小さいことを示している。つまり、
Ⅲ型細胞では、静止状態の膜の透過性が TTX-resistant 電流を生成するチャネル
の発現数に影響することを示唆している。リークコンダクタンスとその他の電流間
の相関は、いずれも有意ではなかった（図 4-8、4-9、無相関検定、p>0.05）。 
測定した膜容量と各種電流およびリークコンダクタンスの間に相関があるか否
か、それぞれ全細胞（26 細胞）、Ⅱ型細胞（8 細胞）、Ⅲ型細胞（6 細胞）および
Non-IRC（12 細胞）で調べた（図 4-10、4-11）。その結果、全細胞の膜容量とリ
ークコンダクタンスの間で、有意な相関があった（図 4-11 D、r = 0.46、n = 26、
無相関検定、p=0.018）。この結果は、膜容量が大きい細胞ほど、リークコンダク
タンスが大きいことを示している。膜容量が大きい細胞は表面積も大きいと考えら
れるので、このような関係になると考えた。膜容量と各種電流間の相関および各細
胞型における膜容量とリークコンダクタンス間の相関は、いずれも有意ではなかっ
た（図 4-10、4-11、無相関検定、p>0.05）。 
 91 
	 	 	 	 	  
図 4-8	 リークコンダクタンスと電位依存性電流の相関関係① 
 (A ) リークコンダクタンス‐Na+電流（全細胞：相関係数 r=-0.09、○：r=-0.41、
△：r=-0.17、×：r=-0.01）。(B ) リークコンダクタンス‐TTX-sensitive 電流（全細
胞：r=-0.04、○：r=-0.36、△：r=0.15、×：r=-0.01）。(C ) リークコンダクタンス‐
TTX-resistant 電流（全細胞：r=-0.36、○：r=-0.50、△：r=-0.89、無相関検定、p=0.018、
×：r=-0.01）。(D ) リークコンダクタンス‐内向き整流性電流（全細胞：r=0.16、○：
r=0.16、△：r=-0.08、×：r=0.15）。測定細胞数は、Ⅱ型細胞（○）：10、Ⅲ型細胞（△）：
6、Non-IRC（×）：16。リークコンダクタンス‐TTX-resistant 電流間(C )で、全細胞
において有意な負の相関（p=0.043）を示したが、データを削った結果、相関係数が大
きく変化したため評価しなかった。無相関検定結果(p 値)を上記に示していないリーク
コンダクタンスと電流間の相関は有意でないことを示している（無相関検定、p>0.05）。 
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図 4-9	 リークコンダクタンスと電位依存性電流の相関関係② 
 (A ) リークコンダクタンス‐外向き整流性電流（全細胞：相関係数 r=-0.02、○：
r=-0.07、△：r=0.68、×：r=0.06）。(B ) リークコンダクタンス‐TEA-sensitive 電
流（全細胞：r=-0.05、○：r=0.54、△：r=0.70、×：r=0.30）。(C ) リークコンダク
タンス‐TEA-insensitive 電流（全細胞：r=0.03、○：r=-0.46、△：r=-0.64、×：r=-0.25）。
(D ) リークコンダクタンス‐テール電流（全細胞：r=0.04、○：r=-0.26、△：r=0.74、
×：r=-0.27）。測定細胞数は、Ⅱ型細胞（○）：10、Ⅲ型細胞（△）：6、Non-IRC（×）：
16。(A )～(D )いずれにも有意な相関はなかった（無相関検定、p>0.05）。 
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図 4-10	 膜容量と電位依存性電流の相関関係 
 (A ) 膜容量‐Na+電流（全細胞： 相関係数 r=-0.03、○：r=0.27、△：r=0.62、×：
r=-0.40）。(B ) 膜容量‐TTX-sensitive 電流（全細胞：r=0.00、○：r=0.30、△：r=0.64、
×；r=-0.38）。(C ) 膜容量‐TTX-resistant 電流（全細胞：r=-0.17、○：r=-0.33、△：
r=0.03、×：r=-0.28）(D ) 膜容量‐テール電流（全細胞：r=0.17、○：r=0.10、△：
r=-0.38、×：r=-0.09）。(E ) 膜容量‐内向き整流性電流（全細胞：r=0.16、○：r=0.21、
△：r=-0.24、×：r=0.10）。測定細胞数は、Ⅱ型細胞（○）：8、Ⅲ型細胞（△）：6、
Non-IRC（×）：12。(A )～(E )いずれにも有意な相関はなかった（無相関検定、p>0.05）。 
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図 4-11	 膜容量と電位依存性電流およびリークコンダクタンスの相関関係 
 (A ) 膜容量‐外向き整流性電流（全細胞：相関係数 r=0.27、○：r=0.29、△：r=0.16、
×：r=0.51）。(B ) 膜容量‐TEA-sensitive 電流（全細胞：r=0.12、○：r=0.09、△：
r=0.20、×：r=0.79）。(C ) 膜容量‐TEA-insensitive 電流（全細胞：r=0.20、○：r=0.22、
△：r=-0.57、×：r=-0.06）。 (D ) 膜容量‐リークコンダクタンス（全細胞：r=0.46、
無相関検定、p=0.018、○：r=0.65、△：r=0.04、×：r=0.41）。測定細胞数は、Ⅱ型
細胞（○）：8、Ⅲ型細胞（△）：6、Non-IRC（×）：12。膜容量‐TEA-sensitive 電流
間(B )で、Non-IRC において有意な相関（p=0.0022）を示したが、データを削った結
果、相関係数が大きく変化したため評価しなかった。無相関検定結果(p 値)を上記に示
していない膜容量と電流およびリークコンダクタンス間の相関は有意でないことを示
している（無相関検定、p>0.05）。 
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4-5	 細胞表面積と電気生理学的性質の関係  
計測した細胞表面積と、各種電流、リークコンダクタンスおよび膜容量の間に相
関があるか否か、それぞれ全細胞（各種電流およびリークコンダクタンス：31 細
胞、膜容量：25 細胞）、Ⅱ型細胞（各種電流およびリークコンダクタンス：9 細胞、
膜容量：7 細胞）、Ⅲ型細胞（6 細胞）および Non-IRC（各種電流およびリークコ
ンダクタンス：16 細胞、膜容量：12 細胞）について調べた（図 4-12～14）。各種
電流、リークコンダクタンスおよび膜容量の大きさは、図 3-5（免疫染色性により
分類した細胞の電流、リークコンダクタンス、膜容量および表面積の大きさ）の値
を用いた。 
平均から大きく離れたデータは、相関係数に大きな影響を与えることがある。正
確な評価をするため、例数の少ない各細胞型ではデータ数（細胞数）を 1 つ削除
して相関係数の変化を確認した。相関係数が大きく変化する場合（0.2 または 0.3
以上相関係数が変化した場合）は議論の対象から除いた。その結果、Ⅲ型細胞の表
面積と、Na+電流および TTX-sensitive 電流の間で、それぞれ有意な強い相関があ
った（図 4-12 A,B、無相関検定、表面積‐Na+電流（相関係数（r）= 0.96、n = 6）：
p=0.0024、表面積‐TTX-sensitive 電流（r = 0.95、n = 6）：p=0.0037）。この結
果は、Ⅲ型細胞において、表面積が大きい細胞ほど、大きな Na+電流（TTX-sensitive
電流）を生成することを示している。つまり、Ⅲ型細胞では、細胞の大きさに応じ
て、TTX-sensitive Na+チャネルの発現数が決まることを示唆している。 
全細胞の表面積と膜容量の間で、有意な相関があった（図 4-14 B、r = 0.48、n = 
32、無相関検定、p=0.015）。この結果は、表面積が大きい細胞ほど、膜容量が大
きいことを示しており、表面積と膜容量が比例関係にあることに対応している。そ
の他の相関は、いずれも有意ではなかった（図 4-12～14、無相関検定、p>0.05）。 
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図 4-12	 細胞表面積と電位依存性電流の相関関係① 
 (A ) 表面積‐Na+電流（全細胞：相関係数 r=0.07、○：r=0.57、△：r=0.96、無相
関検定、p=0.0024、×：r=-0.37）。(B ) 表面積‐TTX-sensitive 電流（全細胞：r=0.08、
○：r=0.51、△：r=0.95、p=0.0037、×：r=-0.35）。(C ) 表面積‐TTX-resistant 電
流（全細胞：r=-0.02、○：r=0.50、△：r=0.20、×：r=-0.12）。(D ) 表面積‐内向き
整流性電流（全細胞：r=-0.12、○：r=-0.42、△：r=-0.05、×：r=-0.09）。測定細胞
数は、Ⅱ型細胞（○）：9、Ⅲ型細胞（△）：6、Non-IRC（×）：16。無相関検定結果(p
値)を上記に示していない表面積と電流間の相関は有意でないことを示している（無相
関検定、p>0.05）。 
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図 4-13	 細胞表面積と電位依存性電流の相関関係② 
 (A ) 表面積‐外向き整流性電流（全細胞：相関係数 r=0.13、○：r=0.35、△：r=0.66、
×：r=-0.01）。(B ) 表面積‐TEA-sensitive 電流（全細胞：r=-0.07、○：r=-0.59、△：
r=0.68、×：r=0.14）。(C ) 表面積‐TEA-insensitive 電流（全細胞：r=0.22、○：r=0.56、
△：r=-0.57、×：r=-0.17）。(D ) 表面積‐テール電流（全細胞：r=0.20、○：r=0.25、
△：r=-0.37、×：r=-0.19）。測定細胞数は、Ⅱ型細胞（○）：9、Ⅲ型細胞（△）：6、
Non-IRC（×）：16。(A )～(D )いずれにも有意な相関はなかった（無相関検定、p>0.05）。 
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図 4-14	 細胞表面積とリークコンダクタンスおよび膜容量の相関関係 
 (A ) 表面積‐リークコンダクタンス（全細胞：相関係数 r=-0.09、○：r=-0.31、△：
r=0.03、×：r=-0.06）。(B ) 表面積‐膜容量（全細胞：r=0.48、無相関検定、p=0.015、
○：r=0.56、△：r=0.59、×：r=0.44）。測定細胞数は、Ⅱ型細胞（A：9、B：7）、Ⅲ
型細胞：6、Non-IRC（A：16、B：12）。無相関検定結果(p 値)を上記に示していない
表面積とリークコンダクタンスおよび膜容量間の相関は有意でないことを示している
（無相関検定、p>0.05）。 
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4-6	 味蕾細胞の比容量  
細胞のバイオサイチン染色画像から計測した細胞表面積と電気生理学的に測定
した膜容量をもとに味蕾細胞の比容量を求めた。比容量は、全細胞で 2.5±0.8 
µF/cm2（平均値±S.D., n = 25）、Ⅱ型細胞で 2.5±0.5 µF/cm2(n = 7)、Ⅲ型細胞で
2.3±0.5 µF/cm2(n = 6)、Non-IRC で 2.6±1.1 µF/cm2(n = 12)であった。各細胞型
で、比容量に有意差はなかった（図 4-15、ANOVA、p=0.82）。一般に、細胞の単
位表面積あたりの膜容量（比容量）は 1 µF/cm2(=0.01 pF/µm2)といわれている。
味蕾細胞の比容量は、一般的な細胞の比容量（1 µF/cm2）の 2 倍以上であること
になる。しかし、本研究室の卒業生である宮島は、マウス茸状乳頭味蕾細胞の比容
量を計測し、1.25±0.42 µF/cm2（n = 32）という結果を報告している（宮島、2010）。
よって、本実験結果から求めた比容量は、正確な値ではない可能性があると考えた。 
宮島が測定した膜容量は 7.10±2.52 pF（n = 32）で、本実験結果 7.8±2.2 pF
（n = 26）と近い値であった。よって、比容量が大きくなった要因は膜容量ではな
いと考えた。つまり、細胞表面積に要因があると考えられる。細胞表面積を実際よ
り小さく評価してしまい、そのため比容量が大きくなった可能性がある。本実験で
の測定時間は、バイオサイチンが細胞全体に拡散するには十分なので、染色は完了
したと考えられる。したがって、バイオサイチンの蛍光を正確に観測できていない
可能性がある。蛍光の観測は、基底膜側にある細胞体が鮮明に染まる蛍光輝度レベ
ルに固定して行った。そのため、味孔側の細胞突起の蛍光が弱くなり、細胞表面積
が実際より小さくなったのかもしれない。 
 
 
図 4-15	 細胞型による比容量の比較（平均値±S.D.） 
（	 ）内の数字は細胞数を示す。各細胞型で、比容量に有意差はなかった（ANOVA、p=0.82）。
 100 
4-7	 各細胞型に発現する電位依存性チャネル  
Na+電流  
電気生理学的測定の結果、Ⅱ型細胞とⅢ型細胞は、Non-IRC より有意に大きな
Na+電流を発生することがわかった（図 3-7 A）。この結果は、Na+電流を生成する
チャネルが、Non-IRC よりもⅡ型細胞とⅢ型細胞で多く発現していることを示し
ている。しかし、一部の Non-IRC は大きな Na+電流を発生することがわかった（図
3-5 A）。これは、Non-IRC にもⅡ型細胞やⅢ型細胞と同様に Na+電流を生成する
チャネルを多く発現している細胞がいることを示している。Na+チャネルブロッカ
ーである TTX（1 µM）を細胞基底膜に与えた結果、細胞型に関わりなく、80％以
上の Na+電流を抑制した（図 3-7 D）。この結果は、Na+電流を生成するチャネル
が TTX に対して高い感受性を持つことを示している。また、TTX-sensitive 電流
から求めた逆転電位は、本実験条件での Na+イオンの平衡電位に近かった（本文
参照）。したがって、味蕾細胞が生成する Na+電流は、主に TTX-sensitive Na+チ
ャネルが寄与していると考えた。 
味蕾細胞の味情報伝達において、活動電位は重要な役割を持つと考えられている
（Behe et al., 1990）。細胞が活動電位を発生させるためには、Na+チャネルの発現
が必要不可欠である。本実験で大きな Na+電流を生成したⅡ型細胞、Ⅲ型細胞お
よび一部の Non-IRC は、活動電位を発生する能力を十分持つと考えられる。これ
らの細胞は、多くの Na+チャネルを発現することで、活動電位の発生を促し、味
情報伝達を効率よく行っているのだろう。 
電位依存性 Na+チャネルは、αサブユニットとβサブユニットから構成されてお
り、哺乳類では、Nav1.1 から Nav1.9 の 9 種類のαサブユニットが報告されてい
る（Catterall et al., 2005）。また、これら 9 種類のαサブユニットのうち、Nav1.1、
Nav1.2、Nav1.3、Nav1.4、Nav1.6、Nav1.7 は TTX に対する感受性が高く
（TTX-sensitive）、Nav1.5、Nav1.8、Nav1.9 は TTX に対して耐性を持つ
（TTX-resistant）ことがわかっている。 
それぞれの細胞型には、TTX によって抑制しない Na+電流（TTX-resistant 電
流）を発生する細胞が存在し、その大きさはⅢ型細胞で他の細胞型より有意に大き
いことがわかった（図 3-5 A、3-7 C）。この結果は、TTX-resistant 電流を生成す
るチャネルが、他の細胞型よりもⅢ型細胞で多く発現していることを示している。
大坪らは、生後3日～7日の幼児マウスの電気生理学的性質と細胞型の関係を調べ、
TTX-insensitive 電流の大きさはⅢ型細胞で最も大きかったと報告している
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（Ohtubo et al., 2012）。幼児マウスと成体マウスの違いはあるが、本研究結果は
大坪らの結果と一致する。しかし、幼児マウスにおける各細胞型の
TTX-insensitive 電流の大きさは、本研究の測定結果よりそれぞれ大きく、
Non-IRC では有意差があった（F-検定、p=0.0011；ウェルチ t-検定、p=0.0027）。
これは、TTX-resistant 電流が老化によって減少しているように見える。
TTX-resistant 電流を生成するチャネルの発現は、成長に伴い減少するのかもしれ
ない。 
TTX-resistant 電流を生成したチャネルは、TTX-resistant Na+チャネルもしく
は T 型 Ca2+チャネルであると考えられる。本実験で TTX-resistant 電流は、テス
ト電位-20 mV では〜5 ms で不活性化した（図 3-6 B）。マウスおよびラットの茸
状乳頭味蕾細胞は、T 型 Ca2+チャネルを発現することがわかっている（Behe et al., 
1990; Furue and Yoshii, 1997）。また、その不活性化の時定数は、テスト電位-30 
mV では〜36 ms である（Behe et al., 1990）。これは測定した TTX-resistant 電
流の不活性化より遅い。したがって、TTX-resistant 電流は、T 型 Ca2+チャネル
よりむしろ TTX-resistant Na+チャネルが寄与していると考えた。しかしながら、
Gao らは、RT-PCR 法を用いて、6～8 週齢の C57BL/6 系統マウスの茸状乳頭お
よび有郭乳頭味蕾から、Nav1.2、Nav1.3、Nav1.7 の 3 種類の mRNA を検出し、
これら Na+チャネルサブタイプの発現を免疫染色法により確認した（Gao et al., 
2009）。彼らが検出したサブタイプは皆 TTX-sensitive であり、本実験で測定した
TTX-resistant 電流を生成する Na+チャネルのサブタイプは検出されなかった。本
研究では ddY 系統マウスを用いている。この結果の相違は、マウス系統に起因し
ているのかもしれない。 
ここで、本来 TTX-sensitive 電流であるものを TTX-resistant 電流として測定し
てしまった可能性を考察する。例えば、1 µM の TTX では完全に抑制できない大
きな Na+電流を発生した場合や、味蕾構造を保存した標本で細胞が密集している
ため、TTX 溶液が十分浸透していない場合である。これらの場合、抑制されるべ
き電流も抑制されない可能性がある。しかし、TTX-resistant 電流を持っていた細
胞の Na+電流と比較して、同等かそれ以上の Na+電流を発生した細胞でも完全に
抑制したこと、また、その他の多数の細胞が Na+電流を完全に抑制したことから、
そのような可能性は低いと考えた。また、Ⅱ型細胞とⅢ型細胞で、TTX-resistant
電流の大きさに有意差があったことからも、可能性は低いと考えた。外向き整流性
電流においても TEA に対して同様の懸念があるが、Na+電流と同様の理由で可能
性は低いと考えた。 
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外向き整流性電流  
Ⅱ型細胞とⅢ型細胞は、Non-IRC より有意に大きな外向き整流性電流を発生す
ることがわかった（図 3-11 A）。この結果は、外向き整流性電流を生成するチャネ
ルが、Non-IRC よりもⅡ型細胞とⅢ型細胞で多く発現していることを示している。
しかし、一部の Non-IRC は大きな外向き整流性電流を発生することがわかった（図
3-5 B）。これは、Non-IRC にもⅡ型細胞やⅢ型細胞と同様に外向き整流性電流を
生成するチャネルを多く発現している細胞がいることを示している。K+チャネル
ブロッカーである TEA（10 mM）を細胞基底膜に与えた結果、細胞型で外向き整
流性電流に対する抑制の程度が異なることがわかった（図 3-9、3-10）。これは、
TEA に対して感受性を持つ K+チャネルの寄与が各細胞型で異なることを示して
いる。Ⅱ型細胞は、他の細胞型より有意に大きな TEA-insensitive 電流を発生する
ことがわかった（図 3-11 C）。この結果は、TEA-insensitive 電流を生成するチャ
ネルが、他の細胞型よりもⅡ型細胞で多く発現していることを示している。また、
外向き整流性電流に対する TEA-insensitive 電流の割合が多いことから、Ⅱ型細胞
が生成する外向き整流性電流は、主に TEA-insensitive 電流を生成するチャネルが
寄与しており、K+チャネルの寄与は小さいと考えた。Ⅲ型細胞は、他の細胞型よ
り有意に大きな TEA-sensitive 電流を発生することがわかった（図 3-11 B）。
TEA-sensitive 電流は、K+チャネルが寄与していると考えられる。つまり、K+チ
ャネルが、他の細胞型よりもⅢ型細胞で多く発現していることを示している。また、
外向き整流性電流に対する TEA-sensitive 電流の割合が多いことから、Ⅲ型細胞
が生成する外向き整流性電流は、主に K+チャネルが寄与しており、
TEA-insensitive 電流を生成するチャネルの寄与は小さいと考えた。このように、
Ⅱ型細胞とⅢ型細胞で電気生理学的性質が異なることがわかった。この結果は、Ⅱ
型細胞とⅢ型細胞で生理的な役割が異なることを示唆している。 
Non-IRC は、TEA に対する感受性が低い Non-IRC-A（4 細胞）と TEA に対す
る感受性が高い Non-IRC-B（12 細胞）に分けることができた（図 3-12）。Non-IRC-A
は、外向き整流性電流に対する TEA-insensitive 電流の割合が、Ⅱ型細胞と似てい
ることがわかった（図 3-12 E）。したがって、Non-IRC-A が生成する外向き整流
性電流は、主に TEA-insensitive 電流を生成するチャネルが寄与しており、K+チ
ャネルの寄与は小さいと考えた。Non-IRC-B は、外向き整流性電流に対する
TEA-sensitive 電流の割合が、Ⅲ型細胞と似ていることがわかった（図 3-12 D）。
したがって、Non-IRC-B が生成する外向き整流性電流は、主に K+チャネルが寄与
しており、TEA-insensitive 電流を生成するチャネルの寄与は小さいと考えた。こ
のように、Non-IRC にはⅡ型細胞やⅢ型細胞と似た電気生理学的性質を持つ細胞
が含まれていることがわかった。この結果は、Non-IRC に生理的な役割の異なる
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細胞が混在していることを示唆している。 
各細胞型の TEA-sensitive 電流は、不活性化を示す傾向があることがわかった
（図 3-9、3-10、3-13 A）。この結果は、TEA-sensitive 電流が、不活性化する電流
と不活性化しない電流の 2 種類から成ることを示唆している。TEA-sensitive 電流
は K+チャネルが寄与していると考えられる。したがって、TEA-sensitive 電流は、
不活性化する K+チャネルと不活性化しない K+チャネルが寄与していると考えた。
不活性化する K+チャネルとして、A 型 K+チャネルが知られている（Hille, 2001）。
このチャネルは脱分極によって活性化し、外向き電流を生成し、その後急速に不活
性化する特性を持っている。味蕾細胞は A 型 K+チャネルを発現しているのかもし
れない。これについてはさらに詳細な研究が必要である。 
Ⅱ型細胞と Non-IRC-A における TEA-insensitive 電流の逆転電位は、Ⅲ型細胞
の逆転電位と有意差があることがわかった（図 3-14）。しかし、Ⅲ型細胞の
TEA-insensitive 電流は、ボルツマン関数でカーブフィットできないことから（図
3-15 B）、2 種類以上のチャネルによって生成された電流だと考えた。つまり、Ⅲ
型細胞で測定した逆転電位は 2 種類以上のチャネルが影響しており、単純にⅡ型
細胞および Non-IRC-A の逆転電位と比較できないと考えた。Ⅱ型細胞と
Non-IRC-A で、TEA-insensitive 電流の逆転電位に有意差はないことがわかった
（F-検定、p=0.043；ウェルチ t-検定、p=0.19）。この結果は、TEA-insensitive
電流を生成するチャネルのイオン透過性が、Ⅱ型細胞と Non-IRC-A で似ているこ
とを示している。また、Ⅱ型細胞と Non-IRC-A で、TEA-insensitive 電流を生成
するチャネルの電位依存性が似ていることから（図 3-15 B）、Ⅱ型細胞および
Non-IRC-A が生成する TEA-insensitive 電流は、同一種のチャネルが生成してい
ると考えた。 
テール電流  
測定した 32 細胞は、テール電流を発生した（図 3-5 C）。Ⅱ型細胞は、他の細胞
型より有意に大きなテール電流を発生することがわかった（図 3-16 A）。この結果
は、テール電流を生成するチャネルが、他の細胞型よりもⅡ型細胞で多く発現して
いることを示している。また、Non-IRC には、大きなテール電流を発生する細胞
（Non-IRC-A）とそうでない細胞（Non-IRC-B）がいたが、両者に有意差はなか
った（図 3-16 B）。したがって、テール電流の大きさでは Non-IRC を分類できな
いと考えた。Ⅱ型細胞と Non-IRC-A のテール電流は、よく似た電位依存性を示す
ことがわかった（図 3-16 C）。また、それぞれ測定したテール電流の逆転電位は、
近い値であることがわかった（図 3-17 C）。したがって、Ⅱ型細胞が生成するテー
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ル電流と Non-IRC-A が生成するテール電流は、同一種のチャネルが生成している
と考えた。 
この Non-IRC-A は、TEA に対する感受性が低い 4 細胞（Non-IRC-A、図 3-12）
と同一であった。Non-IRC-A のテール電流の逆転電位と TEA-insensitive 電流の
逆転電位は近い値であり、また、Ⅱ型細胞のテール電流の逆転電位と
TEA-insensitive 電流の逆転電位に有意差はなかった（F-検定、p=0.43；t-検定、
p=0.76）。これらの結果は、テール電流を生成するチャネルと TEA-insensitive 電
流を生成するチャネルのイオン透過性が似ていることを示している。つまり、テー
ル電流と TEA-insensitive 電流が同一のチャネルによって寄与していることを示
唆している。したがって、Ⅱ型細胞および Non-IRC-A は、テール電流と
TEA-insensitive 電流を生成する同一種のチャネルを発現していると考えた。 
TEA-insensitive 電流を生成するチャネル  
Ⅱ型細胞と Non-IRC-A において、外向き整流性電流を構成する主な電流は
TEA-insensitive 電流である（図 3-12 E）。Ⅱ型細胞と Non-IRC-A における
TEA-insensitive 電流の逆転電位は、本実験条件の Cl－イオンの平衡電位に近かっ
た（表 4-4）。また、細胞外には Cl－イオンが豊富に存在する。よって、
TEA-insensitive 電流は Cl－チャネルが寄与していると考えられる。しかし、竹内
らは、これらの TEA-insensitive 電流がイオン選択性の低いチャネルによって生成
されること、また、陰イオンチャネルの選択的ブロッカー、
4,4′-diisothiocyanostilbene-2-2′disulfonate（DIDS）により抑制されることを報告
した（Takeuchi et al., 2011）。彼らは、この TEA-insensitive 電流を生成するチ
ャネルが、分子量 1200 以下の陰イオンを通し、分子量 479 の陽イオン、rhodamin 
B は通さないことを示した。また、Ⅱ型細胞はヘミチャネルを介して ATP を放出
することがわかっている（Romanov et al., 2007; Romanov et al., 2008; Murata 
et al., 2010）。ヘミチャネルは TEA に対する感受性を持たず、テール電流を生成
する。したがって、Ⅱ型細胞と Non-IRC-A が生成する TEA-insensitive 電流は、
Cl－チャネルよりむしろヘミチャネルが寄与していると考えた。これは、Ⅱ型細胞
だけでなく Non-IRC-A も ATP を透過するヘミチャネルを発現していることを示
唆している。 
表 4-4	 実験溶液から計算した、各イオンの平衡電位	 
ENa+   +67 mV EK+ 	   -87 mV 
ECl- 	  -4 mV EMg2+ 	 -30 mV 
ECa2+   +127 mV  
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最近、Ⅱ型細胞が Calcium homeostasis modulator 1 (CALHM1)を介して ATP
を放出するという報告がなされた（Taruno et al., 2013）。CALHM1 チャネルは、
脱分極や細胞外 Ca2+濃度の低下によって開口する。アフリカツメガエルの卵母細
胞で発現された CALHM1 チャネルのイオン透過性は、Ca2+ >> Na+ ~K+ > Cl－で
イオン選択性が低いこと、生成する CALHM1 電流は 10 mM の TEA では抑制さ
れないことがわかっている（Ma et al., 2012）。したがって、Ⅱ型細胞が生成する
TEA-insensitive 電流は CALHM1 電流である可能性がある。 
Ma らは、CALHM1 チャネルの逆転電位を測定し、本実験における細胞外 Ca2+
濃度と同じ 2 mM の Ca2+存在下では〜-5 mV と報告した（Ma et al., 2012）。こ
れは、本実験で測定した TEA-insensitive 電流の逆転電位と似ていた。もし、Ca2+
以外のイオン（Na+、K+および Cl－）濃度が卵母細胞とⅡ型細胞で十分似ているな
ら、この逆転電位の類似は、Ca2+、Na+、K+、そして Cl－が CALHM1 チャネルを
介して TEA-insensitive 電流を運ぶことを示唆している。これらのことから、
TEA-insensitive 電流を生成するチャネルは、ヘミチャネル or CALHM1 チャネル
だと考えた。味物質を受容したⅡ型細胞は、ヘミチャネル or CALHM1 チャネル
を開口し、TEA-insensitive 電流を生成して、ATP を放出するのだろう。 
Ⅲ型細胞では、外向き整流性電流における TEA-insensitive 電流を生成するチャ
ネルの寄与が小さいことから、ヘミチャネル or CALHM1 チャネルの発現は非常
に少ないもしくは発現していないと考えた。つまり、Ⅲ型細胞は ATP を放出せず、
Ⅱ型細胞とは異なる味情報伝達機構を持つと考えた。実際、Ⅲ型細胞はエキソサイ
トーシスによって神経伝達物質セロトニンを放出し、味情報伝達を行っている
（Huang et al., 2009）。 
4-8	 Non-IRC のヘミチャネル or CALHM1 を介した
ATP 放出  
本研究で、Non-IRC には大きな TEA-insensitive 電流を発生する細胞が存在す
ることがわかった（図 3-5 B）。測定した Non-IRC は、Ⅰ型細胞、免疫染色性を示
さないⅡ型細胞およびⅢ型細胞で構成されていると考えられる。Vandenbeuch ら
は、Ⅱ型細胞で特異的に発現する TRPM5 遺伝子に GFP 遺伝子を導入した、遺伝
子組み換えマウスの単離した茸状乳頭味蕾細胞を用い、アミロライド感受性の細胞
（塩味である NaCl の Na+イオンを透過する、アミロライド感受性 Na+チャネルを
発現した細胞）を同定した（Vandenbeuch et al., 2008）。彼らは、TRPM5（GFP）
の標識は、PLCβ2 の免疫染色性の大部分と共局在を示し、SNAP-25 の染色性とは
共局在を示さないと報告している。その研究の結果、TRPM5（GFP）を標識しな
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かった細胞で、Ca2+電流を持たず、外向き電流のみを持つ細胞（彼らが考えるⅠ
型細胞）だけがアミロライド感受性を示すことを報告した。Yoshida らは、マウス
茸状乳頭味蕾細胞を用いた、電気生理学的測定法と RT-PCR 法を組み合わせた研
究で、ガストデューシン（Ⅱ型細胞マーカー）の mRNA と SNAP-25（Ⅲ型細胞
マーカー）の mRNA のどちらも検出されなかった細胞が、NaCl による味刺激で
活動電流を生成することを示した（Yoshida et al., 2009a; Yoshida et al., 2009b）。
また、TEA-insensitive 電流は、ヘミチャネル電流 or CALHM1 電流であると考え
られる。したがって、TEA-insensitive 電流を生成する Non-IRC は、味物質に応
答し、ヘミチャネル or CALHM1 チャネルを介して ATP を放出する可能性がある。 
Ⅰ型細胞は、味蕾内でⅡ型細胞やⅢ型細胞の周りを取り囲む傾向がある
（Pumplin et al., 1997）。また、ATP を分解する酵素、NTPDase2 を細胞膜表面
に持っている(Bartel et al., 2006)。このようなことから、Ⅰ型細胞は他の細胞を補
助する役割があると考えられている。もし、大きな TEA-insensitive 電流を生成し
た Non-IRC-A が、Ⅰ型細胞であったとしたら、味物質を受容して ATP を放出し、
近傍の味神経にある ATP 受容体やⅢ型細胞にある ATP 受容体を刺激するかもし
れない。つまり、Ⅱ型細胞のように味情報を味神経や他の細胞に伝達する役割を持
っている可能性がある。また、Ⅱ型細胞から放出された ATP を NTPDase2 によ
って分解するだけでなく、自ら放出した ATP も分解し、味情報の自己調節をして
いる可能性もある。 
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総括  
本研究では、味蕾構造を保存した剥離舌上皮標本を用いて、ホールセルパッチク
ランプ法と免疫染色法を組み合わせることで、味蕾細胞の電気生理学的性質と細胞
型を関連づけることに成功した。本結果は、Ⅱ型細胞が大きなテール電流や
TEA-insensitive 電流を発生することを明らかにし、ATP 透過性の電位依存性チ
ャネル（ヘミチャネル、CALHM1）を発現している可能性を示した。また、Ⅲ型
細胞はこれらの電気生理学的性質を示さないことを明らかにした。さらに、
Non-IRC （Ⅰ型細胞）は電気生理学的に 3 つのサブタイプに分類することができ、
Ⅱ型細胞の様に ATP 透過性の電位依存性チャネルを発現するサブタイプが存在す
る可能性を示した。詳細な研究が必要だが、私は、Ⅰ型細胞サブタイプが味物質を
受容し、神経伝達物質 ATP を放出することで、味蕾内の味情報伝達に関与してい
ると考えた（図 4-16）。 
	  
図 4-16	 Ⅰ型細胞による味情報伝達および自己制御仮説 
ヘミチャネル or CALHM1 を発現するⅠ型細胞サブタイプから放出された ATP は、
近隣の味神経およびⅢ型細胞に発現する ATP 受容体を刺激し、直接、あるいはⅢ型細
胞経由で味情報を味神経へ伝達すると考えた。また、ATP 分解酵素、NTPDase2 に
より、放出した ATP を自ら分解し、味情報伝達を自己制御しているのではないか
と考えた。 
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